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Il est bien connu que l’hypertension artérielle est l’un des facteurs de risque les plus
importants pour le développement des maladies cardiaques, vasculaires, vasculaires
cérébrales et vasculaires rénales. Encore aujourd’hui, l’hypertension et l’ensemble des
maladies cardiovasculaires sont les causes principales de morbidité et de mortalité dans les
pays industrialisés. Le système rénine angiotensine (SRA) joue un rôle important dans la
régulation de la pression artérielle, dans la fonction cardiaque ainsi que dans la
morphologie cardiaque. De nombreuses études biochimiques sur la structure des récepteurs
AT1 ont été mises en oeuvre depuis quelques aimées. Le but de ces études biochimiques est
de mieux caractériser les récepteurs et de mieux comprendre leur fonctionnement. Notre
contribution dans ce domaine se situe au niveau de l’étude du rôle des sites de
glycosylation dans l’expression ainsi que dans les propriétés pharmacologiques du
récepteur ATia chez le rat. Nous avons démontré que: (i) le récepteur mutant qui ne
possède plus aucun site de glycosylation n’est pas exprimé à la membrane plasmique, de
plus il est accumulé dans la zone périnucléaire ; (ii) la conservation de deux sites de
glycosylation permet une incorporation normale du récepteur à la membrane plasmique,
alors que la seule présence de l’Asn176 assure un comportement similaire au récepteur de
type sauvage; (iii) tous les récepteurs exprimés démontrent des propriétés
pharmacologiques inchangées. Ces résultats démontrent que les sites de glycosylation sont
nécessaires pour l’expression du récepteur AI1. Par la suite, des études génétiques sur
différents gènes candidats reliés à l’hypertension artérielle et l’obésité ont été effectuées.
Les résultats de l’étude génétique du récepteur AI1 démontrent des liaisons significatives
entre des polymorphismes du récepteur, des paramètres d’échocardiographie, ainsi que des
pressions artérielles ambulatoires. Les études de liaison standard démontrent, dans une
population hypertendue d’origine canadienne-française, que le locus du gène du récepteur
AI1 joue un rôle important dans le contrôle de la pression artérielle ainsi que dans
l’hypertrophie cardiaque. Cependant, cette liaison du récepteur AT1 avec l’hypertension est
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plutôt contradictoire dans la littérature. Une approche plus physiologique et temporelle est
essentielle pour bien comprendre et décortiquer l’implication de tels systèmes complexes
dans des pathologies multifactorielles comme l’hypertension artérielle. Avec ce paradigme,
il a été possible de mettre au point une nouvelle approche d’évaluation de liaison génétique
«temporelle », que nous avons nommé «liaison génétique dynamique ». À notre
connaissance, il s’agit de la première étude de liaison dynamique. Cette technique nous a
procuré un regard nouveau, qui pourrait expliquer, en partie, la source de nombreux
résultats contradictoires dans les différentes études génétiques du SRA. L’utilisation de la
génétique moléculaire a grandement contribué à la compréhension de la pathogenèse de
maladies complexes telles l’obésité et l’hypertension. Depuis quelques années, plusieurs
gènes ont été identifiés et impliqués dans la régulation de la prise alimentaire ainsi que dans
le contrôle de la dépense énergétique. Étonnamment, certains de ces gènes sont impliqués
autant dans la régulation de la balance énergétique que dans le contrôle de la pression
artérielle. Les résultats de notre étude génétique chez des familles hypertendues d’origineC canadienne-française suggèrent que les locus du gène de TNF-a et de la leptine sont liés et
associés à l’obésité et à l’hypertension. Les études de liaison quantitative par paire de
germains démontrent un effet significatif des locus sur 3 mesures globales et 7 mesures
locales d’obésité. Les locus des gènes de TNF-a et de la leptine sont liés de façon
significative autant au degré qu’à la distribution de la masse adipeuse dans notre
population. De façon plus spécifique, le locus du gène de TNF-Œ est lié de façon
significative à l’accumulation de masse adipeuse au niveau fémoral, alors que le locus de la
leptine est plutôt lié à l’accumulation de masse adipeuse au niveau abdominal. Dans
l’ensemble, les résultats présentés dans cette thèse aident à mieux comprendre le contrôle
moléculaire et génétique de l’effet de l’angiotensine II et contribuent également à une
meilleure compréhension des déterminants génétiques de l’hypertension et de l’obésité.
Mots-clés récepteur angiotensine II, leptine, TNF-a, génétique, hypertension, obésité.
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It is common knowledge that hypertension is one ofthe most important risk factors
contributing to cardiac, cardiovascular, cerebral vascular and renal vascular diseases.
Today cardiovascular disease and hypertension are stiil the major causes of morbidity and
mortality in the industrialized countries. The renin angiotensin system (RAS) plays an
important role in the regulation of blood pressure, in the cardiac function as well as in the
cardiac morphology. In recent years, many biochemical studies have been conducted on
the structure and function of AI1 receptors in order to better identify them and to further
understand how they operate. Our contribution in this endeavour was to investigate the role
of N-glycosylation in the expression and pharmacological properties of the rat AT1a
receptor. We have demonstrated that: (j) the mutant receptor with three defective
glycosylation sites is flot expressed at the plasma membrane and accumulates inside the ceil
at the perinuclear zone; (ii) the preservation of two glycosylation sites allows normal
receptor deiivery to the plasma membrane, while the presence of Asn176 alone ensures a
behavior similar to that of the wild-type receptor; (iii) ail expressed receptors display
unchanged pharmacological properties. These resuits demonstrate that N-glycosylation
sites are required for the AI1 receptor expression. We then, performed genetic studies on
different candidate genes known to be reiated to hypertension and obesity. The resuits of
these genetic studies of the AT1 receptor show significant linkage between the receptor
polymorphism and the echocardiographic parameter as well as ambulatory blood pressure.
Standard iinkage studies performed in a population of French Canadian origin demonstrate
that the AI1 gene locus piays an important role in the control of blood pressure and in
cardiac hypertrophy. However, there is much contradiction in literature on the genetic
implication of the AT1 in the development of hypertension. In order to better understand
and unravel the implication of complex systems like the RAS in multifactorial diseases
such as essential hypertension, we need a more physiological and temporal approach. With
this paradigm in mmd, we developed a “dynamic genetic iinkage”- a new approach for
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temporal genetic linkage of physiological events. To our knowledge, this is the first such
report on dynamic linkage analysis. This technique lias given us new insight that may
explain, at least in part, the source of many contradictory resuits obtained on various RAS
genetic studies. The use ofmolecular genetics has greatly contributed to our understanding
the pathogenesis of complex diseases sucli as obesity and hypertension. In recent years,
several genes have been identified and implicated in the regulation of food intake and in the
control of energy expenditure. Surprisingly, some of these genes are implicated as much in
the regulation of the energy balance as in the control of blood pressure. The resuits of our
genetic study on hypertensive families of French Canadian origin suggest that the TNF-a
gene locus and the leptin are linked and associated with obesity ami hypertension. The
quantitative sib-pair analysis showed a significant linkage of the locus on 3 globa’ and 7
local measures of obesity. The leptin and TNF-Œ gene locus are notably linked to the
degree and distribution of adiposities in our population. To be more specific, the TNF-a
gene locus is significantly linked with lower body obesity and the leptin gene locus is
linked with the upper and central body obesity. The resuits described in this thesis
contribute to our comprehension of the molecular and genetic control of the angiotensine II
effect, and help us to better understand the genetic determinant of hypertension and obesity.
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Au Canada, comme dans la plupart des pays industrialisés, le taux de mortalité
causé par les maladies cardiovasculaires (MCV) est en diminution depuis le début des
années 70 (Tableau 1). Cette diminution peut être causée par une baisse de la prévalence
des facteurs de risque des MCV. Des campagnes de prévention ont été lancées depuis les
trente dernières années pour encourager les gens à réduire leur risque de développer des
MCV. De telles campagnes mettaient l’accent sur les risques liés à la cigarette, les
habitudes alimentaires liées au gras, la sédentarité, l’obésité, le taux de cholestérol et
l’importance d’avoir un contrôle de la pression artérielle (2) Cependant, les MCV sont
toujours en tête des causes de mortalité au Canada avec 36 % (3)
Il est bien connu que l’hypertension artérielle est l’un des facteurs de risque les plus
importants pour le développement des maladies cardiaques, vasculaires, vasculaires
cérébrales et vasculaires rénales. L’hypertension est une maladie qui représente un
problème majeur pour la santé publique mondiale. Elle affecte approximativement 1
milliard d’individus à travers le monde 4)• Il est également bien établi que le contrôle de la
pression artérielle contribue à diminuer la fréquence et le taux de mortalité liés à ces
pathologies vasculaires (5) (7)• Pourtant, les statistiques les plus récentes compilées dans
l’étude canadienne de la santé cardiaque indiquent que dans la totalité des personnes
C
3hypertendues, seulement 16 % ont une tension artérielle contrôlée sous le niveau cible de
140/90 mmHg, que pour les hypertendus traités, 23 % des tensions artérielles ne sont pas
bien contrôlées, que 19 % des personnes hypertendues connues ne sont pas traitées, et que
42 % des personnes hypertendues ne sont pas diagnostiquées (3) 8)
Aimée Hommes (%) Femmes (%) Tous (%)
1987 40.48 43.97 42.06
1988 39.47 43.42 41.26
1989 39.06 42.61 40.67
1990 37.34 41.21 39.12
1991 37.11 40.95 38.88
1992 37.12 40.72 38.78
1993 37.03 40.19 38.50
1994 36.35 39.75 37.94
1995 35.99 39.29 37.54
1996 35.93 38.84 37.32
1997 36.03 38.64 37.28
1998 35.34 37.53 36.40
1999 35.02 36.97 35.96
Tableau 1 : Pourcentage de l’ensemble des décès attribuables aux maladies
cardiovasculaires, par sexe au Canada de 1987 à 1999.
Source: Santé Canada, à l’aide des données des dossiers de mortalité, Statistique Canada.
Les risques de MCV augmentent directement avec la pression artérielle. Dans la
population en général, 27 % des MCV chez la femme et 37 % chez l’homme sont attribuées
à l’hypertension artérielle’°. Cependant, passé l’âge de 55 ans, près de la moitié des
Canadiens sont hypertendus. Aux États-Unis, le nombre de personnes hypertendues est
estimé à plus de 50 millions. L’hypertension se retrouve le plus souvent chez les gens de
C
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race noire : 38% des adultes de race noire sont atteints d’hypertension comparativement à
29 % chez les Blancs. Peu importe le niveau de la pression artérielle, les conséquences sont
toujours plus sévères chez les Noirs. Aux États-Unis, on estime que seulement deux
patients hypertendus sur trois ont été diagnostiqués comme étant hypertendus. De ces
personnes, environ 75 % reçoivent un traitement pharmacologique, et seulement 45 %
reçoivent un traitement adéquat. Le contrôle inadéquat de la pression artérielle a un impact
économique considérable. Flack et cou, ont estimé que le manque de contrôle de la
pression artérielle dans la population des États-Unis a menées à une dépense médicale
directe de 964 millions de dollars en 1999 (1) Les MCV ont un impact économique
important au Canada. Santé Canada évalue le coût total des MCV pour l’économie
canadienne à 18,472 milliards de dollars en 1998 (1), Encore aujourd’hui, l’hypertension et
l’ensemble des maladies cardiovasculaires sont les causes principales de morbidité et de
mortalité dans les pays industrialisés (12) Au Canada, 8 personnes sur 10 affichent au
moins un des facteurs de risque suivants : tabagisme, sédentarité, excès de poids,
hypertension artérielle et diabète 1), Comme l’hypertension a un impact important sur la
santé humaine, l’étude de cette maladie est un domaine de recherche très actif.
Définition de l’hypertension
L’hypertension peut être définie comme une augmentation chronique de la pression
artérielle. Lors de la prise de pression artérielle, deux valeurs sont enregistrées. La valeur
la plus élevée correspond à la pression au moment où le coeur se contracte (systole) et la
plus basse correspond à la pression artérielle au moment où le coeur se relâche entre les
battements (diastole). D’une manière générale, on admet que la limite qui sépare la
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pression artérielle normale de l’hypertension se situe à 140/90 mm Hg (3)• Étant donné que
la pression fluctue normalement sous l’effet de nombreux facteurs, il est important de
mentionner que l’hypertension ne devient potentiellement dangereuse que si elle présente
un caractère chronique, permanent. Les études épidémiologiques démontrent que la
pression artérielle augmente avec l’âge jusqu’à 80 ans (13) Cependant, la pression
diastolique augmente jusqu’à l’âge de 50, par la suite elle devient constante ou, même, peut
diminuer légèrement. Cette modification de la pression en fonction de l’âge est observée
autant chez l’homme que chez la femme. La prévalence de l’hypertension artérielle subit
une augmentation autant chez les hommes que chez les femmes depuis 1994 (figure 1).
L’hypertension se retrouve souvent couplée avec d’autres facteurs de risque
cardiovasculaires tels que l’obésité abdominale, dyslipidémie, intolérance au glucose et
hyperinsulinémie. Cela s’explique probablement par des fondements sous-jacents
communs.
6Source Statistique Canada, Enquête nationale sur la santé de la population et enquête sur
la santé dans les collectivités canadiennes.
Le sodium et l’équilibre des fluides ainsi que le tonus vasculaire sont les pierres angulaires
de la régulation de la pression artérielle. Les deux mécanismes sont sous l’influence de
nombreux facteurs génétiques et environnementaux. De plus, ils sont contrôlés par les
hormones, le système nerveux ainsi que par des boucles d’autorégulation «bio-feedback»
paracrines et intracellulaires. L’interaction entre tous ces facteurs se modifie en fonction de
l’âge et de l’environnement.
Figure 1: Pourcentage parmi la population générale de 20 ans et plus qui a un
problème d’hypertension artérielle au Canada de 1994 à 2000.
7Une large variété de systèmes physiologiques qui ont des effets pléiotropiques
(système qui possède de multiples effets), interagit de façon complexe pour contrôler la
pression artérielle. Parmi ces systèmes, on retrouve les barorécepteurs, sensibles au
changement de pression dans les vaisseaux; les peptides natriurétiques produits par le
cerveau et le coeur en réponse à une augmentation de pression dans ces organes ; le système
rénine angiotensine (SRA) qui influence l’homéostasie du volume vasculaire ainsi que le
tonus vasculaire; le système quinine-kallikrein qui affecte le tonus vasculaire et la
réabsorption du sel par le rein; les récepteurs du système adrénergique qui influencent le
rythme cardiaque, la contractilité cardiaque et le tonus vasculaire; ainsi que des facteurs
produits par les vaisseaux sanguins qui causent une vasodilatation dans le cas de l’oxyde
nitrique, ou la contraction pour celui de l’endothéline 14)• Il existe également d’autres
facteurs qui causent une vasodilatation comme par exemple l’hyperpolarisation des cellules
musculaires lisses, qui est observé principalement dans la circulation coronaire. Tous ces
systèmes agissent de façon intégrée pour assurer une perfusion adéquate de tous ces tissusÇ
- en dépit d’une demande métabolique excessivement variée.
o
$Système rénine angiotensine (SRA)
Historique de découverte du SRA
L’existence d’un système relié à la rénine fut initialement rapportée en 1898 quand
Tigerstedt et Bergman ont observé qu’une préparation saline de rein de lapin, injectée par
voie intraveineuse, augmentait la pression artérielle des animaux U5)• Ils nomment le
composé actif «renin ». Plus tard en 1938, Kohlstaedt et col!, ont démontré que cette
dernière substance, à caractéristique enzymatique, était activée par une substance protéique
Ç contenue dans le plasma sanguin et les globules rouges catalysant la formation d’une
substance à fort caractère vasopresseur. En 1939-1940, ce vasopresseur a été
simultanément isolé par Page et Helmer ainsi que par Braun-Menendez et col!, qui la
nomme «angiotonine» et «hypertensine» respectivement. Par la suite, la communauté
scientifique a décidé de rebaptiser ce vasopresseur en fusionnant ces deux termes pour
former « l’angiotensine ». La mise en place des premiers éléments du SRA a été complétée
lorsqu’il a été publié que la rénine agissait de façon enzymatique sur un peptide nommé
«angiotensinogène» (16), Par la suite, les travaux de Skeggs (17) ont démontré que la
substance active de l’Angiotensine II (Ail) était produite via l’angiotensine I (Ang I) par un
enzyme de conversion. Depuis les années 40, cette cascade enzymatique était connue sous
le nom du «système rénine angiotensine» dont le pilier central était l’Ail. En 1945, le
groupe de recherche du Dr Genest avait pour hypothèse de travail qu’il y avait deux
facteurs importants impliqués dans l’hypertension essentielle soit le SRA ainsi qu’une
dysrégulation du sodium En 1952, Tait et Simpson isolent l’aldostérone à partir
d’extraits de surrénales (19), Après la caractérisation chimique de l’aldostérone par
C
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Wettstein en 1953, la recherche d’un lien entre les agents vasoconstricteurs, l’aldostérone et
le sel, était entreprise (18)• C’est seulement, en octobre 1959, que le groupe du Dr Jacques
Genest a fait une découverte majeure: l’AIl était le stimulant principal de la production
d’aldostérone. Par la suite, ces résultats ont été confirmés au début des années 60 par
Laragh ainsi que par le groupe de Davis, Ganong and Mufrow (20,21)• Suite à cette
découverte, il était possible d’intégrer le SRA, la sécrétion par les surrénales de
l’aldostérone ainsi que la régulation du sodium par le rein, pour former le système
«sodium-rénine-angiotensine-aldostérone ». Ce système est encore aujourd’hui au centre
de nombreux projets de recherche qui tentent de clarifier les différentes interactions de ce
système dans le but de mettre en valeur son rôle fondamental dans l’hypertension artérielle.
Description du SRA
C
L’hypertension est un facteur de risque important pour les maladies
cardiovasculaires et rénales. Le SRA joue un rôle central dans la régulation des fonctions
cardiovasculaires et rénales (figure 2) mais est également impliqué dans les différentes
pathophysiologies qui affectent ces deux systèmes (22,23,24,25) La stimulation et l’inhibition
de ce système augmentent et baissent respectivement la pression artérielle, ce qui explique
l’intérêt porté à chacune des composantes du SRA dans l’hypertension essentielle.
Le système SRA joue un rôle important dans la régulation de la pression artérielle,
dans la fonction cardiaque ainsi que dans la morphologie cardiaque. Le SRÀ est une série
de réactions enzymatiques qui se terminent par la génération de l’AIT dans le plasma, de
même que dans divers tissus tels que le coeur et les reins. Après avoir été libéré par les
cellules juxtaglomérulaires des artérioles afférentes rénales, la rénine agit sur
C
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l’angiotensinogène, qui est synthétisée par le foie, pour produire le décapeptide inactif Ang
I Le clivage de l’angiotensinogène par la rénine est l’étape déterminante dans
l’activation du SRA (28)• L’action protéolytique de l’enzyme de conversion de l’Ail (ACE),
qui se trouve en concentration abondante dans la circulation pulmonaire, convertit l’Ang I
en un octapeptide nommé Ail, qui est le médiateur central du SRA. Par la suite, l’Ail agit
sur ses récepteurs tels que sur le récepteur 1 de l’Ail (AT1) pour induire une
vasoconstriction des cellules de muscle lisse vasculaire. De plus, l’Ail contribue au
développement de l’hypertrophie cardiaque (29,30) Cette hormone agit également sur les
surrénales qui libèrent l’aldostérone et provoque une rétention de sodium. Cette rétention
sodique génère une augmentation du volume plasmatique qui se traduit par un
accroissement de la pression artérielle. L’AIT est aussi un médiateur critique dans le
mécanisme du «feedback » rénal tubuloglomérulaire (31,32)
Le SRA joue un rôle très important dans la régulation de la pression artérielle en
aidant à contrôler l’équilibre du sodium et ainsi, le volume plasmatique (Figure 2). Par
contre, le contrôle de la pression artérielle par l’aldostérone ou les mécanismes de
vasoconstriction dus à l’AIT sont des mécanismes relativement lents comparativement à
ceux du système nerveux (8-10 minutes pour vasoconstriction et plus de 2 heures pour le
contrôle du volume plasmatique (Figure 3)). Cependant, ceci ne constitue pas la seule voie
par laquelle le SRA influence la pression artérielle. L’AIT est un vasoconstricteur
artériolaire puissant, qui augmente la résistance périphérique et par conséquent la pression
artérielle. De plus, il est connu que l’Ail provoque une stimulation du système nerveux
sympathique pour induire la libération de la norépinéphrine et de l’épinéphrine par la
médullosunénales. Ce système est un des systèmes de contrôle de pression artérielle le
plus rapide et le plus puissant 33(Figure 3). Ces deux hormones ont pour effet, entre
autres, d’exciter le coeur en plus d’avoir un effet vasoconstricteur. L’AIl est également
impliquée dans la régulation centrale de la sécrétion de la vasopressine par une stimulation
C
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neurohypophysaire (34)• La vasopressine, qui est aussi connue sous le nom d’hormone
antidiurétique, est un vasoconstricteur très puissant. Elle a un effet vasoconstricteur plus
puissant que l’Ail, ce qui en fait probablement l’un des plus puissants vasoconstricteurs de
l’organisme (35) Malgré cela, cette hormone est plus connue pour ces effets sur le contrôle
du volume sanguin par son action sur la rétention d’eau au niveau du rein (35)• Les
augmentations anormales d’activité du SRA peuvent contribuer au développement de
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Figure 2: Schéma représentatif des activités du SRA. Le schéma représente l’activité du
SRA ainsi que les systèmes qui contrebalancent ce dernier. Dans la partie de droite du
schéma, on retrouve l’effet vasoconstricteur et l’effet de rétention de sodium et d’eau
attribué à l’AIT. La partie gauche du schéma représente la voie qui contrebalance les effets




L’AIl, un octapeptide (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe), exerce ses effets
hypertenseurs en se fixant sur des récepteurs situés à la surface de la membrane plasmique
des cellules comme les cellules musculaires lisses des vaisseaux sanguins (effet
vasoconstricteur) et les cellules du cortex de la glande surrénale (augmentation de la
sécrétion d’aldostérone, une hormone impliquée dans le contrôle de l’équilibre
hydrominéral) (Figure 2) (36)• L’AIl agit sur deux types de récepteurs AT1 responsable des
effets cardiovasculaires de l’Ail et le récepteur 2 de l’Ail (AT2) qui semble être impliqué
dans le processus de maturation de certaines structures du système nerveux. De plus, il a
été récemment mis en évidence que le récepteur AT2 avait un rôle antiprolifératif causé par


























Figure 3 Graphique comparatif d’intensité relative de la modification de la pression
artérielle en fonction du temps. (39) Potentiel approximatif des différents mécanismes de
contrôle de la pression artérielle à différents intervalles de temps après une modification
aigu de la pression artérielle. Il est important de noter l’intensité relative et la rapidité à
laquelle le système nerveux central ($NC) agi sur le contrôle de la pression artérielle.
Systèmes contrebalançant le SRA
Les augmentations anormales d’activité du SRÀ peuvent contribuer au
développement de l’hypertension artérielle. Par contre, l’augmentation de cette activité
peut être causée par le dérèglement de systèmes qui contrebalancent le SRA: par exemple,
o
-
01530 I 24 81632 I 24 8161 2 ‘
Secondes Minutes Heures Jours
Temps après un changement brusque de pression
15
un dérèglement au niveau du système de l’ANP ou au niveau du système de ACE2,
nouvellement découvert.
L’ANP est une hormone cardiaque qui a de nombreux effets sur le rein, les
surrénales, le système nerveux ainsi que sur le réseau vasculaire des différents organes. Les
fonctions physiologiques de l’ANP vont à l’opposé de ceux du SRA et de la vasopressine
pour contrebalancer leurs effets (Figure 2) (40,41,42)• Il a été démontré que le couplage de
l’Ail sur le récepteur AI1 stimule la libération du facteur natriurétique (43,44) L’effet
hémodynamique de l’ANP consiste à diminuer la réabsorption tubulaire du sodium et de
l’eau dans le but d’avoir un effet natriurétique qui, par le fait même, diminue le volume
sanguin et crée une baisse de la pression artérielle. De plus, l’ANP induit une
vasodilatation (45), augmente la perméabilité vasculaire et a des propriétés antimitogéniques
(46) L’ANP est un excellent gène candidat pour l’étude du contrôle de la pression artérielle
C et de nombreuses études génétiques sont conduites sur ce système. Il a été démontré que
l’activité du récepteur du peptide natriurétique (Nprl) était altérée chez les SHR (47)•
D’ailleurs, les taux d’ARNm du Nprl suggèrent un contrôle anormal de la transcription
dans le développement de l’hypertension chez les SHR (48) Ces études proposent qu’un
dérèglement d’un système comme celui de l’ANP contrebalançant les effets du $RA,
pourrait contribuer significativement au développement de l’hypertension essentielle.
Le rôle de ACE2 dans la physiologie cardiovasculaire
Récemment, il a été démontré que le SRA était probablement beaucoup plus
complexe que l’on aurait cru. La découverte récente de ACE2, l’homologue de ACE,
semble réguler de façon négative le SRA. Plusieurs nouveaux aspects de ce système ont été
C
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identifiés depuis peu. Premièrement, l’Ail tissulaire pourrait être généré par un enzyme
non relié à ACE. Par exemple, il semble que la chymase tissulaire génère de l’Ail (49)•
Deuxièmement, ACE peut cliver et inactiver d’autres peptides tels que la bradykinine et la
kallidine qui sont des vasodilatateurs puissants contrebalançant l’effet de l’Ail (32)•
Troisièmement, ACE2 peut métaboliser différents peptides du SRA (50,51,52)
ACE et ACE2 sont tous deux des carboxipeptidases. Contrairement à ACE qui est
largement exprimé, l’expression de ACE2 est limitée principalement aux cellules
endothéliales des artères, des artérioles ainsi que des veinules du coeur et du rein (53,50,51)
(Tableau 2). De plus, ACE2 est également exprimé dans l’épithélium tubulaire rénal, dans
les cellules de muscle lisse vasculaire des artères intrarénales de même que dans les
vaisseaux sanguins coronariens (50)• En dépit de partager plusieurs propriétés biochimiques
avec ACE, ACE2 est insensible aux inhibiteurs d’ACE 50’5(Tableau 2). ACE2 peut cliver
l’Ang I pour générer le peptide inactif Ang-1-9 (50,52) Ce même peptide (Ang-1-9) peut être
alors converti par ACE, ou d’autres carboxypeptidases, en Ang-1-7 qui est un
vasodilatateur connu (50) En outre, ACE2 peut directement métaboliser Ail en Ang-l-7 (52)
dont celle-ci a pour fonction d’être un antagoniste de l’action de l’AIT et un agoniste du
récepteur 32 de la bradykinin (54,55,56) (Figure 2).
Conséquemment, de par les actions enzymatiques de ACE2, les niveaux
plasmatiques et tissulaires d’Ail ont été augmentés d’un facteur 2 chez les souris mâles
dont le gène ACE2 a été inactivé (53)• Cette augmentation des niveaux d’Ail peut résulter
d’une augmentation de la biodisponibilité de l’Ang I pour la conversion en Ail par ACE ou
par la réduction de l’hydrolyse de l’Ail par ACE2. L’augmentation de la concentration
tissulaire de l’Ang I chez les souris déficientes en ACE2 semble vraisemblablement reliée à
la réduction du clivage enzymatique de Ï’Ang I en Ang-1-9 (53)• Le ratio constant AIIIAng I
Co
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suggère fortement que l’augmentation de la formation d’Ail tissulaire chez les souris
déficientes en ACE2 soit provoquée par l’augmentation de la biodisponibilité de l’Ang I
converti en Ail par ACE. Contrairement à 1’Ang I tissulaire et cardiaque, les taux d’Ang I
plasmatique n’ont pas subi d’augmentation chez les souris déficientes, ce qui a pour
conséquence de provoquer une augmentation du ratio AIIJAng I plasmatique (53) Ainsi,
l’augmentation des niveaux d’Ail plasmatique est probablement un résultat direct de la
réduction du métabolisme de l’Ail plasmatique en l’absence de ACE2. D’ailleurs,
l’augmentation des niveaux d’Ail tissulaire et plasmatique est perpétuelle chez les souris
déficientes en ACE2, en dépit du contrôle de la boucle d’inhibition (negative feedback) due
à l’augmentation de l’Ail sur ACE et les autres composantes du $RA (57,58) En résumé,
ACE2 est un antagoniste de l’effet hypertenseur, hypertrophique et pro-oxydatif de l’Ail,
soit via la réduction de sa synthèse (tissue) ou d’une augmentation de sa dégradation
(plasma) en augmentant la formation de l’Ang-l-7.
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ACE ACE2
pH optimal 7.5 (6-9) 6.5 (6-7.5)
Dépendance anionique fF,C1, 3f fl,CF,
Site catalytique carboxypeptidase carboxymonopeptidase
Nombre de sites catalytiques 2 1
Protéine membranaire* Type I, glycoprotéine Type I, glycoprotéine
Poids moléculaire/nombre 158 kDaJl3O6 89,6 kDaJ8O5
d’acides aminés
Expression tissulaire Généralisé (cellules Coeur, reins, testicules (cellules
endothéliales) endothéliales)
Sensible au inhibiteur de oui non
ACE
Localisation chromosomique 17q Xp
Tableau 2: Propriétés biochimiques des enzymes de conversion ACE et ACE2. * les
protéines de type I ont un domaine transmembranaire simple avec un résidu N-terminal et
C-terminal localisé respectivement dans la partie extracellulaire et intracellulaire.
L’activité biochimique in vitro de ACE2 supporte le fait qu’il est un régulateur
potentiel de l’homéostasie de la pression artérielle, de par les modulations qu’il apporte au
SRA (50,51,52• Le rôle potentiel de ACE2 dans l’hypertension essentielle est fondé sur
l’étude de Crackower et cou, qui démontre que ACE2 est un locus à trait quantitatif (QTL)
localisé sur le chromosome X de différentes souches de rats (la souche Sabra, les rats
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spontanément hypertendus (SHR) ainsi que les SHR-strokeprone (SHRSP)). Dans ces
modèles d’hypertension, l’ARNm ainsi que les niveaux protéiques de ACE2 étaient
fortement réduits. Cette réduction des messagers et des protéines de ACE2 est associée à
l’augmentation de la pression artérielle observée chez ces modèles (53)• Cependant, les
souris «knock-out» pour le gène de ACE2 ne permettent pas d’élucider son implication
dans l’hypertension, puisque ces souris ne démontrent pas une augmentation de la pression
artérielle comparativement aux souris témoins (53)• Par contre, ces souris souffrent d’un
sévère dérèglement au niveau de la contractilité myocardique ainsi qu’une augmentation
des niveaux d’Ail. Ces dernières études génétiques démontrent que ACE2 est un
régulateur essentiel de la fonction cardiaque in vivo. De plus, la fonction et la morphologie
rénales basales ne sont pas altérées par l’inactivation de ACE2. La possibilité par ACE2
d’hydrolyser plusieurs autres peptides tels que les peptides apelines, opioïdes et les
métabolites des quinines, soulève l’éventualité que des systèmes autres que celui de
l’angiotensine, puissent jouer un rôle de premier plan dans la régulation des fonctions
cardiovasculaires et rénales. Ceci confirme que ce système est plus élaboré qu’initialement
défini, et que de nombreuses études seront nécessaires afin de démystifier l’implication de
ACE2 dans l’hypertension essentielle.
Dans le but de tenter de mieux comprendre l’implication de ACE 2 dans
l’hypertension essentielle, notre groupe de recherche a effectué récemment une étude
génétique sur le locus du gène de ACE2 (59)• Des polymorphismes, détecté par la méthode
SSCP, ont été employés pour rechercher des variantes à l’intérieur de la séquence de
l’intron 16 du gène ACE2 humain chez des patients hypertendus (n= 436) et normotendu
(n= 286). Ces patients proviennent de 97 familles sélectionnées à partir de la population
canadienne-française du Saguenay-Lac-Saint-Jean (SLSJ). Trois variantes de
polymorphisme de conformation à simple brin (SSCP) ont été identifiées dans l’intron 16
du gène, soit «a », «b », «c ». Les fréquences alléliques sont de «a» =32.5 %, «b »
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=66.9 % et «c» =0.4 %. Les études d’association démontrent que l’allèle «a» est
significativement surexprimée chez les patients hypertendus (HTA) comparativement aux
normotendus (NORM) (49.5 % vs 39.5 %, p= 0.008). De plus, des analyses d’association
ont été menées en fonction de l’âge de développement de l’hypertension, soit avant l’âge de
55 ans (âge<55 ans) et après 55 ans (âge>55ans). Les résultats démontrent une association
plus prononcée pour l’hypertension développée après 55 ans (HTA>55 ans: 67.5 % vs
NORM: 39.5 %, p= 0.001) que pour celle observée avant l’âge de 55ans (HTA<55 ans:
48.2 % vs NORM: 39.5 %, p=O.Ol). Les résultats de cette étude démontrent pour la
première fois, chez des familles hypertendues d’origine canadienne-française, que le locus
du gène de ACE2 pourrait être impliqué dans le développement de l’hypertension
essentielle, plus précisément dans le développement tardif de l’hypertension (passé l’âge de
55 ans).
Tel que discuté précédemment, le SRA est un système très important dans le
contrôle de la pression artérielle. Voilà pourquoi de nombreuses études biochimiques sur la
structure de ces récepteurs sont conduites depuis quelques années. Le but de ces études
biochimiques est de mieux caractériser les récepteurs et de tenter de mieux comprendre leur
fonctionnement.
Étude des relations structure-fonction du récepteur AT1
Les récepteurs AT1 et AT2 ont pu être discriminés pharmacologiquement grâce à la
mise au point d’antagonistes non peptidiques ou pseudopeptidiques qui reconnaissent
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spécifiquement l’un ou l’autre de ces récepteurs (60,61,62,63) Suite au clonage, la
détermination de la structure primaire des récepteurs AT1 et AI2 a démontré que ces
récepteurs appartiennent à la superfamille des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR)
caractérisés par une architecture à 7 domaines transmembranaires (Figure 4) (62,64)
Figure 4: Représentation schématique du récepteur AT1. Le récepteur est constitué de
359 acides aminés dont la partie N-terminale est extracellulaire et C-terminale,
intracellulaire. Plusieurs sites potentiels de glycosylation sont localisés sur les boucles
extracellulaires : le premier site potentiel en N-terminal Asn , et deux sur la deuxième
boucle extracellulaire en position Asn 176 et Asn 188• De plus, le domaine C-terminal porte
plusieurs sites potentiels de phosphorylation par la PKC ainsi que par les (GrK) kinase des
récepteurs à protéine G.
Récepteur R AT1A wT
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acellulaire
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Les relations structure-fonction du récepteur AT1 ont été étudiées de façon
exhaustive. L’utilisation de la modélisation moléculaire et de la mutagenèse dirigée ont été
largement utilisées pour disséquer les mécanismes de reconnaissance des ligands
peptidiques et non peptidiques (65,66,67,68,69,70)
Chez les mammiferes, deux sous-types du récepteur AT1 ont été clonés ATia et
ATIb qui sont identiques à 95 %. Le clonage du récepteur de l’AIT chez le xénope et la
dinde a conduit à l’identification de 2 sous-types de récepteur de l’Ail qui sont identiques
respectivement à 60 % et à 40 % aux deux sous-types de récepteur AT1 de mammifères. À
l’aide des études de structure-fonction, la pharmacologie du récepteur de l’Ail de xénope
vis-à-vis des antagonistes non peptidiques diffère de celle des récepteurs AT1 et AT2 de
mammifères (71)• Aucun sous-type du récepteur AT2 n’a été rapporté jusqu’à aujourd’hui.
Plusieurs équipes de recherche s’intéressent aux études de relations structure-
fonction des récepteurs de l’Ail, comme celle du Dr Jacky Marie avec laquelle j’ai effectué
mon stage de maîtrise. L’objectif du groupe de recherche du Dr Marie est de caractériser
les mécanismes moléculaires de la reconnaissance des ligands et de l’activation des
récepteurs d’hormones peptidiques. Les approches utilisées font appel à la biochimie des
protéines, la modélisation moléculaire et l’ingénierie génétique (65,66,67)
La caractérisation des sites de reconnaissance de l’Ail au niveau du récepteur AT1
de rat (rATia) a été abordée par une approche biochimique faisant appel au marquage
covalent du récepteur. Le principe consiste à photomarquer le récepteur avec un dérivé
photoactivable de l’AIT (Sar1-Phes(N3)-AII) qui porte un groupement N3 en position $ de la
molécule d’Ail. Les complexes ligands récepteurs covalents sont purifiés puis fragmentés
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à la trypsine et les fragments du récepteur qui portent la sonde sont caractérisés (72)• Cette
technique a permis aux chercheurs du groupe de montrer que la phénylalanine 8 de l’Ail
interagit avec une zone du récepteur rAT1 comprenant le 6e domaine transmembranaire.
Ces résultats ont été pris en considération pour positionner la molécule d’Ail au sein d’un
modèle tridimensionnel du récepteur rAT1 élaboré par un collaborateur du groupe (Bemard
Maigret, CNRS, Nancy). L’ensemble des résultats biochimiques et de mutagenèses
dirigées a permis de proposer un modèle d’interaction de l’AIT au sein du récepteur (66)•
L’équipe du Dr Marie a proposé un modèle du mécanisme moléculaire de
l’activation du récepteur rAT1 par l’Ail qui a pu être validé par les expériences de
mutagenèse dirigée (65,69) Par la suite, le même type d’expérimentation a été établi pour le
récepteur humain B2 de la bradykinine (73) (article en annexe). Ce récepteur a plusieurs
similarités notamment au niveau de l’homologie de séquence avec le rATia (74)•
Mon implication dans l’équipe de recherche du Dr Marie a consisté à:
• construire des récepteurs étiquetés (fusion d’une séquence reconnue par un
anticorps) dans le but de faciliter les procédés de purification des récepteurs
exprimés;
• muter les sites de glycosylation du récepteur fATia dans le but de produire une
protéine non glycosylée plus facile à “manipuler” que la protéine sauvage;
• muter certains résidus du récepteur B2 humain de la bradykinine qui peuvent être
impliqués dans le mécanisme d’activation du récepteur.
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Le rAT1 est constitué de 359 acides aminés dont la partie N-terminale est
extracellulaire et C-terminale intracellulaire. Le rAT1 contient trois sites potentiels de
glycosylation sur les asparagines (Asn), le premier en N-terminal en position Asn4, les deux
autres sur la deuxième boucle extracellulaire en position Asn’76 et Asn’88 (Figure 4).
Il a été démontré précédemment qu’une mutation simple de n’importe lequel des
résidus d’Asn du rAT1 préserve la reconnaissance de l’hormone Ail ainsi que l’induction
de la production d’inositol triphosphate (1P3) (75) Dans le travail publié dans «Biochemical
Journal» (chapitre 2 de la thèse), nous présentons une analyse beaucoup plus complète du
rôle des glycosylations du rAT1.
Trois types de récepteurs étiquetés ont été construits (76)• Des récepteurs portant une
séquence peptidique (peptide de 10 acides aminés de l’oncogène c-myc) facilement
reconnaissable par un anticorps monoclonal, des récepteurs possédant une séquence de 6
histidines à l’extrémité C-terminale, facilement purifiable sur colonne de nickel (Ni 2+) et
finalement des récepteurs portant les deux types d’étiquette (peptide c-myc et
polyhistidines). Les propriétés de reconnaissance des récepteurs chimériques vis-à-vis
l’Ail ont été évaluées et les rendements d’adsorption sur colonne d’anticorps ou de Ni2 ont
été déterminés. La caractérisation immunohistochimique des récepteurs étiquetés avec
l’épitope c-myc a été réalisée sur des cellules CO$-7 transfectées avec les différentes
constructions. Les sites potentiels de glycosylation du rATia ont été mutés
séquentiellement. L’incidence des mutations sur les propriétés de reconnaissance des
récepteurs ainsi que sur leur niveau d’expression à la membrane plasmique des cellules a
été évaluées.
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Nous démontrons que (76):
1. les trois sites potentiels de glycosylation du récepteur rAT1 sont utilisés dans les
cellules COS-7;
2. la suppression de ces sites n’affecte pas de façon significative la liaison du ligand
ainsi que les propriétés de couplage du récepteur;
3. le rôle des différents sites de glycosylation n’est pas équivalent pour l’intégration
des récepteurs dans la membrane plasmique.
Ma contribution sur le projet de la bradykinine a consisté à réaliser des mutants du
récepteur B2 de la bradykinine pour permettre au reste de l’équipe de produire une étude sur
le mécanisme d’activation du récepteur B2. Les résidus Asn113 (domaine transmembranaire
III homologue de Asn111 du rATia) et Trp256 (domaine transmembranaire VI, homologue de
Trp253 de fATia) du récepteur humain B2 de la bradykinine ont été mutés et l’incidence des
mutations sur les propriétés de reconnaissance et d’expression des récepteurs a été évaluée.
Cette étude qui avait pour titre «Constitutive activation of the human bradykinine B2
receptor induced by mutations in transmembrane helices III and VI)> a été publiée en 1999
dans «Molecular Pharmacology» (1 :92-101,1999). Cette publication ne fera pas l’objet
d’un chapitre mais se retrouve en annexe de la thèse.
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Évidence d’une composante génétique de l’hypertension
Les études familiales
Le premier rapport mentiomant que les complications cérébrovasculaires pourraient
être d’ordre génétique est apparu en 1761. Dans ce rapport, Morgagni avait noté que le
père d’un de ses patients, qui était mort d’une hémorragie cérébrale, était également mort
d’apoplexie (77)• Depuis ce temps, plusieurs études de population ont démontré que
l’hypertension était beaucoup plus fréquente chez des patients qui avaient un historique
familial de cette maladie. Cette tendance a été nommée «agrégation familiale ». Les
études les plus récentes suggèrent que les chances d’un individu âgé de moins de 55 ans de
développer une hypertension sont d’environ quatre fois plus élevées lorsqu’il existe un
historique familial de la maladie (78,79)
Bien que les études familiales aient démontré que l’hypertension fait preuve d’un
fort degré d’agrégation familiale, les études n’ont pas prouvé de façon décisive que cette
agrégation était génétique. Les agrégations familiales peuvent être causées autant par des
facteurs environnementaux partagés, que par des facteurs génétiques. Dans le but
d’identifier les composantes génétiques de l’hypertension, des études utilisant des jumeaux
ont été faites. Dans ces études, les jumeaux monozygotiques et dizygotiques sont testés
pour leur tendance à partager un trait particulier, qui est le principe d’héritabilité. Les
jumeaux monozygotiques partagent 100 % de leurs gènes, alors que les jumeaux
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dizygotiques ne partagent que 50 % de leurs gènes. Lorsqu’un trait est observé plus
fréquemment chez les monozygotes que chez les dizygotes, cela suggère que cette
caractéristique soit fortement génétique. Tandis que lorsqu’un trait est observé avec une
fréquence quasi équivalente entre les deux groupes de jumeaux, il est impossible de
conclure que ce trait est héréditaire. Souvent, on suggère que ce soit plutôt
l’environnement qui est déterminant pour ce phénomène. Les études de jumeaux portant
sur l’hypertension artérielle ont prouvé que l’incidence d’une pression artérielle élevée est
plus fréquente chez les jumeaux monozygotes que chez les jumeaux dizygotes (80)
L’estimation de l’héritabilité génétique, tirée de ces études sur l’hypertension, est estimée
entre 44 et 49 % (81)
Les études d’adoption
Une approche alternative pour identifier la composante génétique et
environnementale de l’hypertension artérielle est l’utilisation des études d’adoption. Les
études de ce type comparent la fréquence de la maladie entre les enfants adoptés et non
adoptés partageant la même maisonnée avec leurs parents de premier degré. L’une des plus
importantes études d’adoption menée sur l’hypertension a été l’enquête faite sur des
familles canadiennes-françaises. Cette enquête consistait à comparer la fréquence de
pression artérielle élevée chez les individus naturels et adoptés, vis-à-vis leurs parents et
germains (82,83)• Les résultats de cette étude dénotent que l’incidence de l’hypertension est
approximativement deux fois supérieure chez les enfants naturels comparativement aux
enfants adoptés lorsque que l’un ou l’autre des parents ou germains étaient hypertendus.
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Les résultats d’études par famille et par adoption ont démontré que l’hypertension
était en partie une maladie à composante génétique et environnementale. Cependant, la
compréhension de la génétique de l’hypertension est un défi qui préoccupe les chercheurs
depuis plusieurs décennies. Un exemple de cette préoccupation est le débat historique entre
Platt et Pickering dans les années 60 80) Le sujet de ce débat était le mode de transmission
génétique par lequel l’hypertension était transmise à travers les différentes générations de
mêmes familles. L’argument de Pratt était que l’hypertension suivait un mode de
transmission mendélien lorsque l’on mesurait la mort cardiovasculaire. Leur vision était
que l’hypertension artérielle était un trait qualitatif qui était soit présent ou absent chez un
individu. Pour sa part, Pickering soutenait que l’hypertension était de nature gaussienne
lorsqu’elle était évaluée par la mesure de la pression artérielle. Il croyait que
l’hypertension était un trait quantitatif existant à différents degrés chez les individus.
Maintenant, nous savons que les deux hommes avaient respectivement raison. Aujourd’hui
il est clairement accepté qu’il existe deux formes d’hypertension: 1) l’hypertension
monogénique causée par des mutations sur un seul gène et 2) l’hypertension essentielle, la
forme la plus répandue d’hypertension, causée par l’implication de plusieurs gènes.
Les formes monogéniques d’hypertension
La forme monogénique d’hypertension est une forme plutôt rare chez l’humain. Par
contre, les bases génétiques de l’hypertension monogénique sont beaucoup mieux
comprises (84,85)• Elles sont causées par des mutations que l’on retrouve dans un seul gène.
Ces mutations ont suffisamment d’impact pour causer des modifications majeures de
pression artérielle.
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Hypertension remédiable par les glucocorticoïdes
L’hypertension remédiable par les glucocorticoïdes a été la première forme
d’hypertension décrite (86,87)• Cette forme d’hypertension est une forme autosomique
dominante caractérisée par une surproduction d’aldostérone ainsi qu’une augmentation de
l’activité minéralocorticoïde. L’aldostérone interagit avec les récepteurs
minéralocorticoïdes des cellules de tubule rénal et produit une augmentation de l’activité
des canaux sodiques épithéliaux. Cette augmentation d’activité a pour conséquence
d’augmenter la rétention d’eau et de sodium et par ricochet, d’augmenter la pression
artérielle. Chez les individus souffrant d’hypertension remédiable par les glucocorticoïdes,
la production d’aldostérone est sous contrôle de l’hormone adrénocorticotropic (ACTH)
plutôt que l’AIT. La cause exacte de cette forme d’hypertension est attribuée à une
recombinaison homologue inégale entre le gène de l’aldostérone synthétase (AS) et celui du
stéroïde llfl-hydroxylase (llf3OH) qui sont voisins chromosomiques. Ces deux enzymes
sont impliqués dans la biosynthèse des stéroïdes de la surrénale. La recombinaison
chromosomique produit un gène hybride qui contient la séquence codante de l’AS
fusionnée à la partie 5’ régulatrice du stéroïde 1l3OH qui permet d’être régulée par
l’ACTH (88,89)• Étant sous contrôle de l’ACTH, il résulte d’une surproduction d’aldostérone
par le cortex surrénalien qui a pour conséquence une augmentation de la réabsorption de sel
et d’eau qui mène directement au développement de l’hypertension.
Syndrome d’excès apparent de minéralocorticoïde
Le syndrome d’excès apparent de minéralocorticoïde est une maladie génétique
autosomale récessive caractérisée par un niveau anormalement élevé de cortisol. Le
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cortisol est capable de stimuler les récepteurs minéralocorticoïdes rénaux, mais est plutôt
converti en cortisone, qui lui, est incapable de stimuler les récepteurs rénaux. La
conversion du cortisol en cortisone est effectuée par l’enzyme 1 1t3-hydroxystéroïde
déshydrogénase (1 1t3HSD). Des mutations simples dans le gène de ce dernier ont prouvé
qu’il était responsable de la baisse d’activité de l’enzyme et de l’augmentation de la
stimulation des récepteurs minéralocorticoïdes, par le cortisol, qui mènent à l’hypertension
(90)
Syndrome de Liildie
Ce syndrome autosomal dominant est causé par un défaut dans la réabsorption du
ç sodium. Les individus souffrant du syndrome de Liddle ont une activité constitutive de
leurs canaux sodiques épithéliaux (ENaC). Ceci a pour conséquence d’augmenter la
réabsorption du sodium et ainsi d’augmenter la pression artérielle. Deux types de mutation
dans le gène des sous-unités j3 et y du canal à sodium épithélial sont responsables de ce
syndrome. Une délétion du gène produit une forme tronquée du canal au niveau de la
partie cytoplasmique en C-terminale, alors qu’une insertion dans le même gène en modifie
sa séquence en acides aminés. Ces deux types de mutation augmentent l’activité du canal
et causent l’hypertension observée dans ce syndrome (91,92)
Les mécanismes génétiques des formes monogéniques d’hypertension décrits ci
dessus sont les mieux compris actuellement. Depuis la dernière décennie, des progrès
phénoménaux ont été apportés par la génomique de haut débit ainsi que par la protéomique.
Ces disciplines permettent d’analyser une grande quantité d’échantillons en peu de temps.





formes mendéliennes d’hypertension ou d’hypotension (Tableau 3) (14)• existe d’autres
syndromes d’hypertension monogénique tels que le syndrome de Gordon, l’hypertension
causée par un phéochromocytome, les pseudohermaphrodites mâles et femelles etc. Par
contre, les causes directes de ces syndromes sont encore au stade de recherche et les
informations préliminaires concernant les gènes responsables de ces syndromes sont
résumées dans un article de Hamet et cou. (85) Cependant, les désordres monogéniques de
régulation de la pression artérielle sont rares et ils n’expliquent pas la variabilité de la
pression artérielle dans la population en général (93)
Syndrome Phénotype Mutation Mécanisme
Aldostéronisme HTA, sérum K , Gène chimérique qui Enzyme chimérique est régulée
remédiable par les alkalose, PRA , contient la région du par l’ACTH
glucocorticoïdes aldostérone réprimé promoteur de AS et la
(GRA) par dexamétasone région codante de 1 13OH
(dominant)
Excès apparent de HTA, aldostérone , Absence de 1II3HSD Défaillance de la conversion du
minéralocorticoïde sérum K , ailcalose, (récessive) cortisol (active MR) en cortisone
PRA , réprimée par (inactive MR)
spironolactone
Hypertension HTA accélérée Mutation non sens du MR Stéroïde sans le groupement 21-
exacerbée par la durant la grossesse, (dominant) hydroxyl (progestérone) et
grossesse PRA spironolactone stimulent les
récepteurs mutants MR.
Pseudohypoaldo- 3P , aldostérone t, MR mutant (normalement L’homéostasie normale du sel,
stéronisme perte de sel dominant, mais une nécessite, très tôt dans la vie,





Pseudohypoaldo- BP , aldostérone f, Mutation des sous-unités o, Perte de fonction de ENaC
stéronisme récessif perte de sel f3, ou y de ENaC (récessif)






Pseudohypoaldosté HTA, sérum K f, Au moins une mutation HTA volumique, probablement
ronisme de type 2 PRA , fonction dans les 3 gènes suivants causée par une augmentation de
(PHA-2) rénale normale localisés aux positions la réabsorption du sodium par le
1q31-42, 12p13 et l7pll- tubule rénal
q2 1 (dominant)
Syndrome de HTA en bas âge, Mutation de la sous-unité f3 Augmentation de l’activité
Liddle aldostérone , sérum ou y du ENaC (dominant) ENaC causée par une réduction
K , alkalose, PRA de la clearance de ENaC
‘
Hypertension avec HTA sévère, Mutations localisées sur le Inconnu
brachydactylie développement chromosome 12 en position




PPARy HTA associé à la Mutation non sens Désensibilation du récepteur
(peroxisome résistance à (dominant) PPARy
proliferator l’insuline ou au
activated receptor diabète, répond aux
gamma) thiazolidmediones
Synthèse déficiente BP , aldostérone , Déficience en aldostérone Déficience en aldostérone
d’aldostérone perte Na, rétention synthétase ou 21
de K hydroxylase (récessive)
Syndrome de BP , sérum Mg2 , Mutation du co- Perte de fonction
Gitelman sérum K , alkalose, transporteur NaCl sensible
hypocalciurie, au thiazide au niveau du
PRA t, aldostérone t conduit du collecteur distal
(récessif)
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Syndrome de BP , sérum K , Mutation des transporteurs Perte de fonction
Bartter ailcalose, ioniques de la branche
hypercalciurie, ascendante de Henle : Na
PRA t, aldosterone t K , 2C1, canaux
potassiques sensible à
l’ATP ou canaux de C1
(récessif)
Tableau 3 Les différentes formes mendéliennes de dérèglement de la pression
artérielle
AS= aldostérone synthétase, BP= pression artérielle, ENaC= canal à sodium épithélial,
1 l/30H= 1 lfl-Hydroxylase, 1 1flHSD= 1 lfl-Hydroxystéroïde déshydrogénase, HTA
hypertension, MR= récepteur des minéralocorticoïdes, PRA= activité de la rénine
plasmatique
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La variabilité phénotypique des syndromes monogéniques
d’hypertension
Bien que la cause de l’hypertension monogénique soit généralement attribuable à
une défaillance au niveau d’un seul gène, il est courant d’observer des individus qui ont la
même défaillance génétique, mais qui ont des sévérités différentes de la même maladie (84)
(85) Ce phénomène est connu sous le nom de maladie à «pénétrance variable ». Plusieurs
facteurs ont été proposés pour tenter d’expliquer cette inconsistance entre les génotypes et
les phénotypes. Les facteurs environnementaux tels que l’ingestion de sel et les habitudes
alimentaires ont été proposés comme des facteurs pouvant avoir une influence sur l’activité
et l’expression des gènes responsables du développement de certains syndromes
d’hypertension monogénique. L’hétérogénéité des locus est un autre facteur pouvant être
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responsable de ce genre de pénétrance variable, dont son implication a été démontrée dans
le syndrome de Gordon (94)• Un facteur très important dans la pénétrance variable semble
être la variabilité allélique (plusieurs allèles du même gène provoquent le même
phénotype). Par exemple, différentes mutations dans le gène qui code pour la 1113-HSD
peuvent causer le syndrome d’excès apparent de minéralocorticoïde (90,95) Certaines de ces
mutations sont associées avec des activités enzymatiques variables, donc avec des
pénétrances variables dti syndrome. En plus des allèles qui peuvent provoquer des formes
moins sévères d’hypertension, d’autres allèles, qui peuvent occasionner une hypotension,
ont été identifiés. Des mutations trouvées dans le gène des sous-unités du canal à sodium
épithélial, le même canal qui est muté dans le syndrome de Liddle, peuvent causer une
forme autosomale récessive d’hypotension connue sous le nom de
pseudohypoaldostéronisme de type 1 (96) Alors, une pénétrance variable peut être générée
chez un individu par un effet combinatoire de différents types d’allèles. Par exemple, une
personne peut être porteuse d’une copie d’allèle responsable d’un effet hypertenseur ainsi
qu’une copie d’allèle à effet hypotenseur. La résultante de l’expression du phénotype est
directement affectée par la somme des allèles (84)•
Hypertension essentielle
La vaste majorité des cas d’hypertension compte pour une hypertension dite
essentielle. Dans les pays industrialisés, l’hypertension essentielle affecte de 25-30 ¾ de la
population adulte, et jusqu’à 60-70 % de la population âgée de plus de 70 ans
Cependant, contrairement aux formes monogéniques d’hypertension, les mécanismes
génétiques sous-jacents de l’hypertension essentielle sont, de loin, beaucoup moins
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compris. L’hypertension essentielle est considérée comme un trait complexe, car elle
démontre une agrégation familiale sans modèle clair de transmission mendélienne.
Plusieurs facteurs peuvent contribuer au modèle complexe d’hérédité de l’hypertension
essentielle. Premièrement, il est accepté de façon générale que l’hypertension essentielle
est causée par l’interaction de plusieurs gènes, et est alors dite de type maladie polygénique.
Deuxièmement, l’hypertension essentielle peut être causée par l’interaction de quelques
gènes majeurs ou de plusieurs gènes mineurs. Troisièmement, l’hypertension essentielle
peut-être causée par différentes combinaisons de gènes, une condition dite d’hétérogénéité
génétique. Pour terminer, l’hypertension essentielle est une maladie qui est influencée de
façon significative autant par des facteurs environnementaux que des facteurs génétiques,
ce qui en fait un défi de taille pour la communauté scientifique qui cherche à comprendre et
trouver les causes potentielles de cette maladie.
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Interaction gène-environnement
Bien que l’hypertension essentielle soit une maladie génétique, elle est également
significativement influencée par des facteurs environnementaux. La composante
environnementale de l’hypertension essentielle oscille entre 30 et 60 % (78) Dans les
maladies complexes telles que l’hypertension essentielle, l’environnement ne produit pas
uniquement des effets indépendants additifs aux facteurs génétiques (97,98) Il interagit
plutôt avec les facteurs génétiques pour déterminer les conséquences mêmes de la maladie
car l’effet des variations alléliques des gènes, en général, dépend de l’environnement dans
lequel les gènes sont exprimés. Par exemple, des individus qui ont une prédisposition
génétique à une hypertension sensible au sel manifesteront différents degrés d’hypertension
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s’ils bénéficient d’une diète à forte ou faible teneur en sodium. Plusieurs facteurs
environnementaux sont connus pour participer au développement de l’hypertension
essentielle et plusieurs gènes candidats en sont associés. Ces gènes candidats sont
également appelés gènes à susceptibilité environnementale.
Parmi les facteurs environnementaux les plus connus qui contribuent à
l’hypertension essentielle, on retrouve le stress, l’apport en calorie et le sel. II a été
fréquemment démontré que les individus qui avaient un historique familial d’hypertension,
exhibaient une plus grande augmentation de pression artérielle lorsqu’ils étaient soumis à
un stress mental ou physique comparativement aux sujets normotendus (99) Plusieurs gènes
candidats ont été suggérés comme étant responsable de l’effet du stress dans
l’hypertension°°’101’85, entre autres la protéine de choc thermique de 27 kDa (Hsp27),
Hsp7O et TNF-Œ (97,98,102,103) Il a été démontré chez les souris qu’une exposition chronique
à une température ambiante de 40°C pendant 5 minutes diminuait la pression artérielle de
celles-ci de plus de 20 mm de Hg (b04)• Dans les faits, après 35 jours de traitement
thermique, la pression basale des souris hypertendues était identique à celles qui étaient
normotendues (b04,105)• La diète à forte teneur en sel est reconnue depuis longtemps comme
un facteur environnemental dans le développement de l’hypertension essentielle. Il est
maintenant reconnu que la prévalence de l’hypertension est plus faible dans les sociétés
primitives qui ont une faible consommation de sodium (106,107) Des études ont démontré
que des animaux maintenus sous une diète à faible teneur en sodium développaient une
hypertension artérielle lorsqu’ils étaient transférés à une diète à forte teneur en sel. Par
contre, les humains hypertendus et normotendus sont soit sensibles ou résistants à
l’augmentation de la pression artérielle causée par le sel (108) En revanche, cette sensibilité
de la pression artérielle pour le sel peut être également dépendante d’autres facteurs
environnementaux tels que le stress, la consommation d’alcool ainsi que d’autres ions
acquis par la diète alimentaire (b09)• L’obésité est non moins reconnue comme un facteur
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environnemental qui influence la susceptibilité de développer une hypertension essentielle
(85,103) Des études de populations ont démontré qu’il y avait une corrélation significative
entre le poids corporel et la pression artérielle (110,111,112) Ces études ont aussi révélé que la
diminution du poids corporel avait pour conséquence une baisse significative de la pression
artérielle. Plusieurs gènes candidats sont avancés pour contribuer à ce phénomène
complexe qu’est l’obésité. Entre autres, la leptine a été suggérée comme étant un lien
possible entre l’obésité et l’hypertension, puisqu’une infusion chronique de leptine chez les
rats provoque une augmentation de la pression artérielle 13,h14,h15) De plus, il a été
démontré que la leptine avait un effet direct sur le poids corporel ainsi que sur la
distribution de la masse adipeuse (116,117) (Deslauriers, B. article soumis, chapitre 4). Un
autre gène candidat important est le TNF-a qui a été proposé, entre autres, comme étant
responsable de la résistance à l’insuline que l’on retrouve chez les hypertendus. D’ailleurs,
les résultats des études de liaison et d’association effectuées sur des familles hypertendues
d’origine canadienne-française suggèrent que le locus du gène de TNF-a contribue au
développement de l’obésité et de l’obésité associée à l’hypertension (118) Notre groupe à
également démontré une interaction gène-environnement entre le gène de TNF-a de rat et
l’apport énergétique (119) Lorsque l’on transfère un segment du chromosome 20 d’un rat
normotendu (qui contient le gène de TNF-a) sur un génome de rat spontanément
hypertendu, on remarque une augmentation de l’adiposité, des taux circulants de leptine
ainsi qu’une augmentation de la pression artérielle. Cependant, ces variables sont
augmentées de façon significative seulement lorsque l’animal est soumis à une diète à forte
teneur en gras.
On sait maintenant que la plupart des gènes à susceptibilité environnementale n’ont pas un
rôle étiologique primaire dans la prédisposition à la maladie, mais agissent plutôt comme
des modificateurs dans la réponse à des facteurs exogènes comme ceux mentionnés ci
dessus. Une meilleure caractérisation des interactions entre facteurs génétiques et
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environnementaux constitue un élément clé dans la compréhension de la pathogenèse des
maladies multifactorielles telle que l’hypertension essentielle.
Description d’outils d’analyse génétique pour l’étude de
l’hypertension essentielle
Analyse de liaison génétique
La liaison génétique est une méthode de cartographie génétique fréquemment
utilisée. Cette technique fait appel à la notion de distance génétique qui est un paramètre
déterminé par la fréquence des recombinaisons méiotiques ou «cross-over ». Les
recombinaisons sont des événements strictement aléatoires et imprévisibles. Elles
obéissent néanmoins à une loi statistique : la probabilité de recombinaison entre deux locus
dépend directement de la distance physique qui les sépare. Plus cette distance est grande,
plus les chances de recombinaison augmentent. Inversement, plus les locus sont rapprochés
plus les chances de recombinaison sont faibles. On dit alors que ces locus sont
génétiquement liés. Le but de l’utilisation de cette technique dans la recherche des gènes
des maladies telles que l’hypertension essentielle, est de pouvoir identifier des marqueurs
situés à proximité d’un locus susceptible de causer la maladie qui «coségréguera»
seulement chez les individus affectés. Lorsqu’un marqueur coségrègue avec une maladie,
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le marqueur est considéré lié à la maladie. Cette liaison n’est mesurable que par une
observation empirique: la coségrégation au cours des générations successives sans
changement de phase. Il faut donc procéder à une analyse familiale au cours de laquelle on
examine le couplage des marqueurs sur le même chromosome. Une première exigence est
que les locus alléliques doivent pouvoir être distingués, par exemple par un marqueur
génotypique ou un marqueur phénotypique, comme un trait pathologique. Une seconde
exigence est que le nombre d’événements pouvant donner lieu à une recombinaison, c’est-
à-dire le nombre de méioses, soit suffisant pour permettre à l’analyse statistique d’être
significative. Les liaisons génétiques sont souvent mesurées en terme de «bd score », qui
est le logarithme de la distance entre le marqueur et le locus de la maladie (O).
Généralement un «bd score» de 3 (1000 :1) indique une probabilité de 95 % de liaison
entre les locus (120,121)
C Pour distinguer les locus entre individus, des marqueurs génotypiques ou
polymorphismes sont utilisés. Les deux types de polymorphisme les plus fréquemment
employées dans les études de liaison génétique sont les polymorphismes de restriction
(RFLP) ainsi que les polymorphismes à nombre de répétitions variables (VNTR variable
number tandem repeat). Les RFLP sont des modifications d’une seule base ou d’une
insertionldélétion de plusieurs bases azotées à l’intérieur même d’un site de restriction
enzymatique. Cette modification a pour conséquence d’altérer le patron de digestion d’un
fragment d’ADN donné. Ces différences de digestion sont ensuite exploitées comme
marqueurs génotypiques entre les individus pour un locus précis. Le deuxième type de
polymorphisme fréquemment utilisé est le VNTR. Les VNTR sont des séquences d’ADN
qui sont répétées de façon variable entre les individus. Les VNTR peuvent être de
différentes longueurs (microsatellite, minisatellite), et leur différence peut être évaluée par
PCR et par ébectrophorèse sur des échantillons d’ADN isolés à partir de prélèvement
sanguin. Les microsatellites sont les polymorphismes les plus employés dans les études
C
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génétiques à cause entre autres, de leur caractéristique multiallélique, qui en font des
marqueurs très polymorphiques. De plus, ces polymorphismes sont communs dans les
génomes en général, que ce soit dans le génome humain ou les génomes des autres
organismes. Plus de 10 000 microsatellites distribués dans le génome humain ont été
identifiés, caractérisés et positionnés. Cependant, ce sont les « Single nucleotide
polymorphisms» (SNPs) qui sont les variations génétiques les plus communes. Plus de
deux millions de SNPs sont présentement documentés (122) Voilà pourquoi les SNPs sont
reconnus comme étant les marqueurs idéals pour les études génétiques des maladies
complexes. De plus, avec l’avènement de la bioinformatique, des techniques de haut débit,
tels que les puces à ADN, ont été développées pour permettre de détecter des milliers de
SNPs de façons extrêmement rapides (123,124) Les SNPs sont définitivement les marqueurs
génétiques de l’avenir.
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Les méthodes alternatives d’analyse de liaison génétique «non
paramétrique»
L’utilisation des études de liaison est généralement beaucoup plus utile pour l’étude
de maladies monogéniques tout comme les syndromes d’hypertension monogénique. Dans
de telles études, un modèle de transmission génétique de Mendel (modèle paramétrique)
peut être testé en suivant la transmission du gène causal dans des familles affectées par la
maladie. Comme l’effet du gène est soit présent ou absent chez les membres de la famille,
la coségrégation de l’allèle qui cause la maladie peut être détectée de façon relativement
simple. Par contre, les études de liaison sont un peu moins utiles pour l’étude des maladies
polygéniques multifactorielles telles que l’hypertension essentielle, qui résulte de l’effet et
C
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de l’interaction de plusieurs gènes et de l’environnement. Puisque la contribution des gènes
est plus faible, les allèles susceptibles de la maladie sont beaucoup plus difficiles à détecter
par analyse de liaison. Pour tenter de détecter les gènes susceptibles de contribuer au
développement de l’hypertension essentielle par liaison génétique, des méthodes
alternatives de liaison ont été développées et employées. Ces méthodes de liaison
génétique sont dites «non paramétriques» puisqu’elles ne reposent sur aucun modèle de
transmission héréditaire. Deux grandes catégories d’analyse alternative sont utilisées dans
les études génétiques des maladies complexes, soit les études d’association ainsi que la
méthode d’étude de partage d’allèles.
Les méthodes de partage d’allèles représentent une méthode de liaison alternative
intéressante qui recherche des différences dans la fréquence allélique des familles dont
certains membres sont affectés par la maladie étudiée. Les trois principaux types deC partage allélique sont: les analyses par paires de germains affectés, par paires de germains
discordants ainsi que les analyses par famille étendue.
Les analyses par paires de germains affectés mesurent le degré de partage allélique
de deux germains, tous deux affectés par la maladie étudiée. Normalement, la probabilité
des germains de partager l’allèle de n’importe quel gène est de 50 %. Lorsque les germains
partagent un allèle de façon plus fréquente que 50%, il est mentionné qu’il y a «excès » de
partage allélique. L’alÏèle partagé de façon «excessive» peut servir de marqueur pour la
maladie ou tout simplement être lui-même un gène susceptible de causer la maladie. Les
paires de germains affectés sont considérées comme étant identiques par descendance
(IBD) lorsque l’allèle partagé est hérité par les mêmes parents, et identiques par état (IBS)
lorsque l’origine de l’allèle partagé est inconnue (121,120)
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Les analyses par paires de germains discordants examinent la fréquence allélique
d’une paire de germains qui comprend un membre affecté et un membre non affecté de la
maladie. Dans ce genre d’analyse, l’allèle présent seulement chez le germain affecté est
considéré comme étant relié au gène susceptible de causer la maladie. L’avantage de cette
méthode utilisant des paires de germains discordants est la réduction importante du nombre
de paires nécessaires (10-40 fois moins) pour détecter une liaison. Par contre, Je
désavantage relatif est le recrutement de sujets discordants pouvant être plus long et
laborieux.
Les études par analyse de famille étendue sont similaires aux analyses de paires de
germains affectés, sauf que l’excès du partage allélique est mesuré entre un individu affecté
et une parenté du second degré (oncle, tante, cousin) affectée par la maladie. Cette
méthode augmente grandement la puissance de l’analyse et réduit énormément le nombre
de sujets requis (121)
Les études d’association sont une alternative aux analyses de liaison génétique qui
consistent à comparer la fréquence allélique entre deux personnes non reliées, soit une
affectée et une non affectée par la maladie. Si un allèle se retrouve plus souvent chez un
individu affecté par la maladie que chez un individu non affecté, l’allèle est alors proclamé
comme étant en déséquilibre de liaison avec l’allèle susceptible de causer la maladie. Le
terme déséquilibre de liaison représente une association allélique maintenue par une liaison
sévère. Un déséquilibre de liaison se produit quand l’allèle d’un marqueur est tellement
près de l’allèle susceptible qu’aucune recombinaison n’est effectuée entre les deux allèles
au cours des générations. Il est préférable d’utiliser le déséquilibre de liaison dans le but de
faire de la cartographie à haute résolution, car le déséquilibre de liaison est rarement
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observé à plus de 1 cM du locus susceptible. De ce fait, la détection d’un déséquilibre de
liaison restreint de beaucoup les régions candidates de susceptibilité.
Les études d’association sont plutôt des études cas/témoins basées sur la
comparaison de sujets non reliés/non affectés versus affectés. Un allèle A dans un gène
d’intérêt est associé avec le phénotype s’il se retrouve à fréquence plus élevée chez les
affectés comparativement au témoin. Le choix du témoin doit être fait avec beaucoup de
soin puisqu’un mauvais choix peut mener à des résultats erronés. Par exemple, pour les
études d’association entre une variante de l’angiotensinogène et l’hypertension essentielle
chez les Blancs, on retrouve environ 50 % des études qui démontrent une association et
l’autre moitié ne détecte aucune association 25)• Ces résultats discordants sont causés par
une mauvaise sélection, définition et/ou caractérisation des populations affectées, et des
populations témoins. Pour l’hypertension artérielle, il est primordial d’exiger un historique
d’hypertension familiale dans la population affectée afin d’être assuré que les sujets
hypertendus souffrent d’une hypertension génétique. De façon encore plus importante, un
historique négatif d’hypertension familiale dans la population témoin doit être rapporté. De
plus, les deux populations doivent avoir les mêmes caractéristiques. Par exemple, une
population témoin plus jeune et moins obèse que la population affectée, peut quand même
développer une hypertension essentielle lorsque ceux-ci vieilliront et augmenteront la
sévérité de leur obésité, surtout s’ils possèdent un historique d’hypertension familiale. Or,
de mauvaises classifications de sujets peuvent diluer grandement une association potentielle
et même masquer la réalité.
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L’approche par gène candidat
L’approche par gène candidat est une technique de cartographie génétique qui est
basée sur les antécédents du fonctionnement d’une protéine codée par un gène. L’approche
par gène candidat est normalement utilisée pour étudier les gènes des systèmes à
composantes biochimiques ou physiologiques qui semblent être défectueux dans
l’expression de la maladie. Le gène est dit gène candidat s’il est considéré comme étant
responsable ou impliqué dans le processus de la maladie. Le gène candidat est analysé par
l’utilisation des différentes techniques de liaison ou d’association entre des sujets affectés et
des sujets normaux à l’aide de polymorphismes. Il existe deux façons de procéder avec
l’approche par gène candidat: soit l’approche d’un candidat positionnel ou l’approche d’un
candidat dit indépendant. L’approche d’un candidat positionnel consiste à choisir le gène
C candidat par sa localisation chromosomique ainsi que pour sa fonction biologique. Cette
information chromosomique est généralement obtenue à partir d’autres études de
cartographie génétique. Un marqueur polymorphique est utilisé directement dans la région
du gène candidat pour évaluer et déterminer si un allèle distinctif du polymorphisme subit
une coségrégation avec la maladie. Dans l’approche par gène candidat dit indépendant, le
gène candidat est sélectionné uniquement pour sa fonction biologique sans pour autant
avoir d’idée de sa position chromosomique. Peu importe l’approche employé, des sujets
affectés et témoins sont examinés par la recherche de polymorphismes afin de déterminer si
le gène candidat proposé démontre une variation allélique qui peut justifier sa liaison avec
la maladie.
L’utilisation de l’approche par gène candidat dans le but d’identifier des gènes
susceptibles au développement de l’hypertension essentielle a connu un certain succès dans
C
C45
les modèles animaux. Les différentes études effectuées par l’approche du gène candidat
pour la pathologie de l’hypertension artérielle chez les rats ont généralement été
concentrées sur les composantes du SRA (126,127) Beaucoup d’autres gènes candidats ont
été étudiés au sein des différentes souches de rats. En revanche, cette approche a été
utilisée pour souligner le rôle du gène de a-adducine dans l’hypertension essentielle (128)
Étant donné que cette approche a connu de nombreux succès chez les modèles animaux
hypertendus, nous avons choisi de l’utiliser pour tenter de découvrir les gènes responsables
du développement de l’hypertension artérielle et de l’obésité dans une population du SLSJ.
Il est important de mentionner qu’il existe d’autres approches pour effectuer des études de
liaison telle que le scan total du génome ainsi que des testes de déséquilibres de liaisons par
haplotypes. Ces techi-iiques ne sont pas décrites dans cet ouvrage, puisqu’ils n’ont pas été
utilisés par l’auteur.
Population canadienne-française de la région du Saguenay-Lac
Saint-Jean (SLSJ).
La région du SLSJ est l’une des dix-neuf régions administratives de la province de
Québec au Canada. Sa superficie est de 107 000 km2 pour une population de 285 000
habitants. Chicoutimi, la ville principale de cette région (65 000 habitants) est située à
450 km au nord-est de Montréal, au bord du Lac Saint-Jean et de la rivière Saguenay qui se
jette dans l’embouchure du fleuve Saint-Laurent. La population est presqu’exclusivement
d’origine française. Les premières implantations au Québec remontent au XVII 1ème siècle,
et les descendants actuels se situent, en moyenne, entre les huitièmes et douzièmes
générations.
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La relative faiblesse du nombre d’immigrants historiques, l’isolement géographique
pendant deux siècles, une forte natalité, et un apparentement à partir du deuxième degré,
expliquent la fréquence des affections génétiques dans une population pouvant encore être
considérée comme un isolat relatif. Ces éléments en font donc une population de choix
pour les études des maladies génétiques. Pour la réalisation des travaux publiés dans cette
thèse, nous avons utilisé cette population avec l’approbation du Dr Bouchard dans le cadre
d’un projet de recherche concernant l’étude génétique de maladies complexes telles que
l’hypertension et l’obésité.
Présentation du projet BALSAC
Le fichier de population BALSAC est une banque de données informatisées
comportant divers registres de cette population. BALSAC permet donc la construction
automatique des histoires familiales et des généalogies ascendantes ou descendantes”29. À
partir de ces données, les chercheurs ont mis au point un système de reconstitution
automatique des familles qui a été utilisé pour jumeler les 660 000 actes de baptême,
mariage et sépulture de la région du Saguenay pour la période 1842-1971. L’objectif à
terme est de répertorier l’ensemble de la population du Québec depuis le début du
peuplement au XVIIe siècle jusqu’à la période actuelle. Le fichier réseau BALSAC
contient à ce jour 1,5 million d’actes divers de l’état civil (mariage, naissance, etc.). D’ici
une dizaine d’années, il devrait couvrir toute la population du Québec depuis les débuts du
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peuplement au XVIIe siècle jusqu’à nos jours (la collecte se limitant aux actes de mariage
pour les régions autres que le Saguenay et Charlevoix).
Les travaux de construction du fichier ont commencé en 1972. Ils ont été complétés
en 1986 pour la région du SL$J. Le directeur et initiateur du projet BALSAC est le
professeur Gérard Bouchard de l’Université du Québec à Chicoutimi. Les travaux qu’il a
dirigés et effectués à ce titre lui ont valu une reconnaissance internationale ainsi que divers
prix prestigieux.
Historique et formation de la population
‘k
Formation de la population de Charlevoix
Dans le cadre de l’historique de la population du SLSJ, il est nécessaire de
s’intéresser au mode de formation de la population de Charlevoix. Il y a au moins deux
raisons de s’intéresser au mode de formation de la population de Charlevoix. La première
tient au fait que la population de cette région fut à l’origine du peuplement initial du
Saguenay au milieu du XIXe siècle 30)• La seconde est liée à l’existence de maladies
héréditaires communes et spécifiques aux deux régions U3U• Tout indique qu’il faut
remonter à l’histoire de la population de Charlevoix pour comprendre la situation qui
prévaut aujourd’hui au $aguenay.
C
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La région de Charlevoix est située sur la rive nord du fleuve Saint-Laurent, à
quelque 100 kilomètres au nord-est de la ville de Québec, dans le prolongement de Côte-
de-Beaupré (Figure 5). La région couvre une superficie de 5 700 kilomètres carrés, mais
l’espace habitable est beaucoup plus réduit : il se concentre en majeure partie sur le bord de
la côte qui fait une centaine de kilomètres de longueur, sur une largeur variant entre 10 et
25 kilomètres.
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Figure 5 Localisation de Charlevoix dans la province de Québec
Source Histoire d’un génome
Il est important d’insister sur l’isolement de la région de Charlevoix. Localisée à la
limite nord de Côte-de-Beaupré, Charlevoix est séparée de cette dernière par une chaîne de
montagnes d’une trentaine de kilomètres. En fait, la totalité de la zone habitable est ainsi
49
encerclée : d’abord par les hautes terres et les denses forêts du plateau, ensuite par le fleuve
Saint-Laurent au sud et la rivière Saguenay au nord. Entre les dernières paroisses de
Beaupré et les premières de Charlevoix, il y a un massif dont l’altitude varie entre 600 et
800 mètres et qui a longtemps nui aux communications terrestres avec le sud-ouest. Le
chemin des Caps, sentier dangereux à marée haute, ainsi que le fleuve Saint-Laurent ont
constitué jusque tard dans le XIXe siècle les seules voies de communication avec les
paroisses de Beaupré et la région de Québec.
Le peuplement de Charlevoix a débuté en 1675 à la région de la Petite Rivière
Saint-François-Xavier. À ce moment-là, toute la population du Canada était concentrée
dans la vallée du Saint-Laurent, où elle s’échelonnait sur plus de 250 kilomètres le long du
fleuve. La population de la région de Québec s’étirait au nord-est sur l’île-d’Orléans et la
côte de Beaupré, et c’est de cette région voisine que sont venus les premiers colons de
Charlevoïx. Formée d’à peine 200 personnes à la fin du XVIIe siècle, la population de
Charlevoix compte en 1765 un peu plus de 1000 personnes. En 1831, la population de
Charlevoix compte 8400 personnes et une certaine pression démographique a déjà
commencé à s’y exercer dans les territoires qui ont été occupés jusqu’à présent. Même si
les terres de l’arrière-pays ne sont guère propices à l’agriculture, toutes les conditions sont
réunies pour alimenter un mouvement de colonisation en périphérie des basses paroisses,
vers les hauteurs qui dominent l’estuaire. Le mouvement d’émigration vers le Saguenay
s’amorce au cours de la même période 32)•
Effet fondateur dans la région de Charlevoix
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La notion de fondateur porte sur cette portion de la population qui a contribué à la
constitution du bassin génétique de la région en laissant des descendants dans cette région,
dans ce cas-ci Charlevoix. Pour recevoir le statut de fondateur de Charlevoix, un individu
doit remplir les conditions suivantes
• la personne doit être l’enfant d’un couple immigrant ou étranger à la région et donc
marié à l’extérieur de Charlevoix;
• la personne doit s’être mariée dans la région de Charlevoix;
• la personne doit avoir laissé au moins un descendant marié dans cette région;
• toutes ces conditions doivent être établies avant 1850.
Donc, selon ces critères, l’ensemble des fondateurs de Charlevoix regroupe 599 personnes,
soit 341 hommes et 258 femmes U32) Le peuplement fondateur de Charlevoix est
caractérisé par un très fort apparentement et il résulte largement du mouvement migratoire
de type familial. Ainsi, 38 % seulement des fondateurs ne sont apparentés à aucun autre
fondateur.
Le pool génique observé aujourd’hui dans Charlevoix et au Saguenay proviendrait
d’un nombre relativement restreint d’ancêtres lointains impliquant un effet fondateur. Par
définition, 1 ‘effet fondateur désigne un phénomène migratoire en vertu duquel un groupe
d’immigrants en provenance d’une population mère s ‘établit dans un territoire inoccupé où
il se reproduit et donne naissance à une nouvelle population (133)• Ceci provoque une
homogénéisation du pool génique, tout au moins à certains locus. Par homogénéité
génétique, on désignera ici le fait qu’à divers locus, des copies d’un même allèle deviennent
très fréquentes dans une population. Exprimée d’une autre façon, c’est aussi la fréquence
élevée d’individus portant des copies de mêmes gènes, ou encore une probabilité élevée
d’homozygocité à ces locus.
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Historiquement, pour la population de Charlevoix, on peut dire que cet effet
fondateur découle de deux facteurs. Le premier consiste dans l’immigration relativement
faible qui a suivi la période d’établissement de la population. On sait que la part des
nouveaux fondateurs, en l’occurrence des immigrants ultérieurs qui laissent des
descendants, ne représente que 13 % de la population totale entre 1750 et 1774. L’apport
relatif des nouveaux immigrants «utiles» ne cesse par la suite de décroître pour ne
représenter que 5 % de la population entre 1800 et 1824, et seulement 3,8 % de 1825 à
1849 (132) Le caractère sélectif qui entoure la provenance géographique des fondateurs de
Charlevoix constitue la seconde cause. Il est rapporté que neuf fondateurs sur dix
provenaient de la région de Québec ; le tiers de ceux-ci originait plus particulièrement de
Côte-de-Beaupré. De plus, la moitié du noyau fondateur était apparentée au premier degré
(frères et soeurs) et 45 % des ancêtres de ce noyau provenaient de la même région française
située à la frontière des anciennes provinces du Perche et du Maine. Il est donc tout à fait
plausible de penser que le pool génique actuel de Charlevoix a été formé en grande partie
Ç d’un petit noyau ancestral de cette région de la france.
Tous ces faits sont en concordance avec la thèse d’un effet fondateur important: la
population actuelle de Charlevoix proviendrait d’un nombre restreint d’ancêtres qui ont pu
transmettre à plusieurs de leurs descendants quelques gènes mutants dont ils étaient
porteurs.




Dès 1830, des pressions officielles s’exercent dans Charlevoix pour que le territoire
du Saguenay s’ouvre à la colonisation. Détenu à bail par la Compagnie de la Baie
d’Hudson, ce territoire presque voisin de Charlevoix apparaît propice à l’agriculture et
recèle des richesses forestières convoitées. Ces éléments en font un lieu de destination
privilégié pour les partants de Charlevoix, qui ne s’ouvre néanmoins officiellement qu’à la
fin du bail de la Compagnie, en 1842. C’est à partir de 1837, que les premiers colons et
leurs familles émigrent vers le Saguenay, même si le mouvement s’étend rapidement à
toutes les paroisses de Charlevoix. Ce dernier est surtout motivé par le besoin de s’établir
sur des terres plus vastes et de meilleure qualité, mais aussi par des intérêts dans l’industrie
du bois.
L’analyse des familles reconstituées à partir des registres paroissiaux saguenéens a
permis d’établir à près de 30 000 le nombre total de personnes ayant immigré au Saguenay
avant 1911 (34) Jusqu’en 1870, 80 % du courant migratoire dirigé vers le Saguenay était
venu de Charlevoix.
En effet, malgré ses 280 000 habitants, la population actuelle du Saguenay se
distingue par son homogénéité culturelle et on y observe des indices évidents
d’homogénéité génétique, tout au moins à certains locus (par exemple, l’incidence élevée de
génopathies rares). Rappelons que cette population est à plus de 95 % d’origine française et
de tradition catholique. Par contre, un premier point semble acquis les éléments
d’homogénéité observés dans la population saguenéenne ne sont pas causés par une faible
immigration au xIxe siècle. Effectivement, en 1852, soit un peu plus d’une douzaine
d’années après son ouverture à la colonisation, la région du Saguenay comptait 5 200
habitants, dont la très grande majorité (80 %) était constituée d’immigrants. Il ressort que




phénomène aurait pu entraîner a été considérablement atténuée. C’est que, dans une large
mesure, les immigrants provenaient d’une seule région, elle-même relativement homogène,
et qu’ils étaient fortement apparentés. Quant à ceux qui provenaient d’autres régions
vraisemblablement plus hétérogènes, ils ont quitté le Saguenay plus souvent que les
premiers, et leurs descendants aussi. Très rapidement, le premier noyau de fondateurs a pu
ainsi accroître son poids numérique et alimenter le bassin génétique saguenéen de manière
importante et durable. Dans la mesure où, à partir de 1838 (et durant quelques décennies),
la population du Saguenay a été formée à même un prélèvement migratoire quasi exclusif
en provenance de Charlevoix, on peut parler ici d’un effet fondateur, au sens large tout au
moins. Or, les données sur l’enracinement et la reproduction des pionniers venus de
Charlevoix montrent qu’à l’effet fondateur s’est ajouté une sorte d’effet multiplicateur. En
vertu même de l’avance prise par les premiers immigrants de la région mère, ces derniers
ont bénéficié de conditions économiques et sociales qui leur ont permis de se reproduire
plus vite que les autres et de diffuser leurs gènes en plus grand nombre.
Effet fondateur et maladies génétiques
Depuis plus de 20 ans, et surtout depuis quelques aimées, cette population du SLSJ
a fait l’objet de diverses enquêtes grâce auxquelles on comprend mieux maintenant
pourquoi on y observe une prévalence élevée de certaines maladies génétiques spécifiques
telles que tyrosinémie, rachitisme vitamino-dépendant, dystrophie myotonique, etc.
Comme ces maladies sont toutes des maladies récessives, il a été établi qu’elles ne sont pas
attribuables à la fréquence élevée des mariages consanguins, mais plutôt à une fécondité
élevée combinée à un effet fondateur.
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En résumé, cette population est finalement la résultante d’un triple effet fondateur.
Le premier, c’est le déplacement de la France vers la Nouvelle-france aux XVIIe et XVIIIe
siècles. Le second est celui d’une sous-population de la région de Québec qui a émigré sur
les côtes de Charlevoix à partir du début du XVIIIC siècle pour y trouver de nouvelles terres
à défricher. À partir de 1840, il y a eu un troisième effet fondateur provoqué par ces gens
de Charlevoix qui ont émigré au Saguenay pour les mêmes raisons. Voilà donc pourquoi
cette population est une population de choix pour les études de maladies génétiques.
Alors que les chercheurs se sont penchés depuis de nombreuses années sur les
maladies héréditaires de cette population, ce n’est que plus récemment, qu’ils ont
commencé des recherches sur les maladies multifactorielles telles que maladie
d’Alzheimer, les lymphomes, les maladies affectives bipolaires. Ces maladies, comme leur
nom l’indique, peuvent avoir plusieurs causes et, généralement, au moins deux facteurs
entrent en jeu pour les déclencher. Ils sont d’origine génétique et d’origine
environnementale. Notre équipe de recherche du centre de recherche du Centre hospitalier
de l’Université de Montréal (CHUM), en collaboration avec l’équipe du Dr Daniel Gaudet
du complexe hospitalier de la Sagamie à Chicoutimi ainsi que l’équipe du Dr Gérard
Bouchard de l’Université du Québec à Chicoutimi, avons choisi cette population pour faire
l’étude génétique de l’hypertension artérielle. Par son homogénéité génétique, cette
population nous permet d’augmenter la puissance de détection de liaisons génétiques. De
plus, les populations ayant un effet fondateur tout comme celle du SLSJ permettent de
simplifier l’étude d’une maladie aussi complexe que l’hypertension artérielle. Moins de
gènes devraient contribuer au phénotype, ce qui implique que chaque gène qui contribue à
la maladie devrait être plus facile à détecter (135)• Notre but est d’explorer la possibilité de





Les études génétiques effectuées sur une population canadienne-française du
Saguenay-Lac-Saint-Jean, seront subdivisées en deux sections, soit la première sur l’étude
des polymorphismes du récepteur AT1 et la seconde sur l’étude génétique de la leptine et du
TNF-Œ.
Étude des polymorphismes du récepteur AT1
Le gène du récepteur AT1 est situé sur le bras long du chromosome 3 et fait plus de
55 kb (position 3q21-25). Le gène est composé de 5 exons et 4 introns. La région codante
du récepteur est localisée dans le 5iême exon, alors que les 4 premiers codes pour la région
5’ non traduite du gène. Plusieurs polymorphismes ont été identifiés pour le gène du
récepteur AI1. Bonnardeaux et colli’36 ont séquencé toute la partie codante (exon 5) ainsi
que la région 3’ non traduite du gène. Ils ont identifié 5 polymorphismes fréquents situés
dansl’exon5 :+573,+1062,+1166,+1517et+1$78.
Bonnardeaux et col!. (136) ont utilisé des études de cas-témoins ainsi que des études
de liaison pour étudier le lien possible entre les polymorphismes du gène du récepteur AT1
et l’hypertension essentielle. Sur les 5 polymorphismes décrits dans l’article, c’est le
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polymorphisme qui substitue la cytosine (C) pour une adénine (A) à la position +1166 dans
la région 3’ non traduite (A”66C) qui a une fréquence plus élevée chez les individus
hypertendus. Cette association est plus prononcée chez les patients qui souffrent
d’hypertension sévère, et chez ceux qui ont développé la maladie en bas âge.
Les résultats de Bonnardeaux ont été confirmés par certains (137,138,139,140,141) et
contredits par d’autres (142,143,144,145,146,147) Donc, cette relation du marqueur A’ ‘66C avec
l’hypertension est très contradictoire (Tableau 4). Par exemple en 1999, Kainulainen et
cou. 39) ont effectué des études de liaison et d’association sur un échantillonnage de la
population finlandaise qui possèdent une certaine homogénéité génétique.
L’échantillonnage était constitué de jumeaux hypertendus et de leurs germains respectifs.
Ils ont recruté 329 individus provenant de 142 familles dont l’hypertension s’est manifestée
avant l’âge de 60 ans. Seulement le polymorphisme A’ ‘66C a été associé au phénotype de
l’hypertension.
Alors que Tiret et cou. p41) ont démontré, avec une étude cas-témoin d’une
population caucasienne française, une association du polymorphisme A’ ‘66C avec
l’hypertension seulement chez les femmes. Plusieurs autres études ne démontrent aucune
association ou liaison de ce marqueur avec l’hypertension, par exemple l’étude publiée par
Schmidt et cou. (144) dans une population allemande. Si l’on observe les différentes études
effectuées sur les Caucasiens (Tableau 4), on remarque que l’influence du polymorphisme
du gène du récepteur AT1 a une prévalence plus importante chez les groupes à haut risque.
Des études ont été menées également chez des populations non caucasiennes. Par exemple,
l’étude publiée par Takami et cou, en 1998 (143) chez une population japonaise ne détecte
aucune association entre le marqueur A’166C et l’hypertension, mais par contre, elle
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démontre une association entre la masse ventriculaire gauche chez les sujets ayant une
pression artérielle normale.
En résumé, l’implication de polymorphismes du récepteur AT1 dans le
développement de l’hypertension artérielle est très controversée. Par contre, plusieurs
facteurs peuvent influencer les résultats tels que l’origine de la population. Une population
en structure familiale qui bénéficie d’un effet fondateur (comme la population finlandaise
utilisée par Kainulainen) n’a pas la même puissance d’analyse qu’une cohorte de patients
non reliée sélectionnée au hasard. Fait à préciser que ce type de cohorte non reliée est
utilisé dans la majorité des études d’associations de cas-témoin. Peu d’études de liaison sur
une population à effet fondateur ont été effectuées pour évaluer l’implication du récepteur
AT1 envers l’hypertension. En fait, la majorité des études sont des analyses d’association
de types cas-témoin. Cela s’explique facilement par le fait que les études de liaison
demandent une logistique beaucoup plus importante et coûteuse. Un autre facteur
extrêmement important qui peut influencer les résultats est l’environnement du patient dans
un sens physiologique. Si le patient est en position assise versus en position couchée,
l’implication du système étudié n’est pas nécessairement la même. Souvent, les
pathologies sont révélées par une intervention extérieure ou environnementale, comme par
exemple la détection de l’angine de poitrine par le test de tapis roulant avec effort. Sans le
test avec effort, il est impossible de déterminer si le patient souffre d’angine de poitrine.
Donc, nous croyons que le même principe peut être appliqué pour la détection de liaison
génétique de différents systèmes complexes tels que l’implication du SRA dans
l’hypertension essentielle. Ce sujet sera traité de façon approfondie au chapitre 5 de cette
thèse où nous expliquons notre nouvelle méthode d’analyse de liaison génétique que nous
avons baptisée «liaison dynamique ». Cette méthode peut expliquer en partie les résultats
contradictoires obtenus dans les différentes études.
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Auteurs Analyse Population Résultats Notes
Bonnardeaux Association Caucasien Fréquence A’ ‘66C, 0,36
et colt. 1994 cas-témoin Française HTA vs 0,28 Norm (clii 2
= 6.8, P < .01)
Kainulainen et Association Finlandaise A”66C 28% HTA vs Utilisation d’une
cou. 1999 cas-témoin et 16% Norm population qui possède une
liaison Lod Score de 2,9 pour homogénéité génétique
marqueur VNTR
Wang et colt. Association Caucasienne A”66C 40% Hta vs 29% Recrutement de patients
1997 cas-témoin Norm avec un fort historique
d’hypertension familial
Fan et colt. Association Chinoise Augmentation




Szombathy et Association Caucasien Allèle « C » du A”66C Seulement dans un sous-
colt. 1998 cas-témoin plus fréquent chez les groupe qui ont un BMI
hypertendus élevé et d’âge mûr
Castellano et Association Italienne Aucune association Population générale
colt. 1996 sélectionnée au hasard
Schmidt et Association Allemande Aucune association
colt. 1997 cas-témoin
Takami et al Association Japonaise Association positive avec Pas d’association avec
1998 cas-témoin la masse ventriculaire l’hypertension
gauche
Berge et colt. Association Norvégienne Aucune association Les patients avaient tous
199$ une pression normale
Liyou et colt. Association Australienne Aucune association Effectué seulement chez les
1999 cas-témoin personnes âgées
Lesage et coli. Liaison par Française Aucune liaison Population hypertendue et
1997 paire de diabétique non
germains insulinodépendante
Benetos et colt. Association Italienne Aucune association avec Seulement association avec
1995 cas-témoin hypertension le niveau des lipides
Tableau 4 : Résumé des différentes études génétiques du récepteur AT1.
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L’obésité
Les facteurs susceptibles d’entraîner une prise de poids excessive chez l’homme
sont multiples et encore largement inconnus. L’obésité est une maladie complexe et on
considère actuellement que les obésités humaines, sauf exception (formes rares des
syndromes de Bardet-Biedi ou de WilliPrader), ne résultent pas d’anomalies géniques
univoques, mais de l’interaction: 1) de facteurs génétiques jouant un rôle permissif pour
des facteurs environnementaux (gènes de susceptibilité), mais qui pourraient être, dans
certains cas, déterminants (gènes «nécessaires» d’obésités constitutionnelles); 2) de
facteurs environnementaux comme l’activité physique et l’alimentation; 3) de facteurs
psychologiques, psychosociaux et culturels comme l’adaptation au stress et diverses
perturbations émotionnelles qui jouent parfois un rôle prépondérant (obésité psychogène).
Ces variables nutritionnelles, métaboliques et psychosociales interagissent entre elles et
avec les facteurs génétiques sans qu’il ne soit possible d’attribuer à l’une ou l’autre un
caractère prédominant ou primitif. Le caractère multifactoriel des obésités complique donc
l’approche physiopathologique. L’identification de gènes impliqués dans cette pathologie
est passablement ardue puisque le développement des phénotypes d’obésité repose sur des
interactions complexes entre des facteurs génétiques et environnementaux. Le tout est un
mélange d’interaction gènes-gènes et gène-environnement.
La recherche fondamentale et clinique dans les domaines de l’obésité, du
développement des tissus adipeux, des mécanismes de dépense d’énergie et des
neuropeptides régulant l’appétit, s’est beaucoup développée ces dernières années. Ceci est
dû au fait que de remarquables travaux de recherche (par exemple la découverte du gène
ob/leptine) ont été effectués dans ces domaines au cours des dernières années. L’autre
moteur de la recherche dans ce secteur vient de la médecine et de la santé publique
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puisqu’un tiers des Nord-Américains et 15 à 20 % des européens sont obèses (indice de
masse corporelle > 30 kg’m2). Les complications bien connues de l’obésité (diabète,
maladies cardiovasculaires graves, problèmes pulmonaires, atteintes articulaires, risques
accrus de cancer, aspects psychologiques, etc.), l’accroissement alarmant de la fréquence
des obésités (5,5 % du budget américain de la santé), font qu’il s’agit d’un problème de
santé majeur qui commence à être pris en considération par les autorités de plusieurs pays
et qui pourrait même devenir le nouveau fléau du 21e siècle.
La génétique des obésités humaines est très complexe. Les travaux de Claude
Bouchard et cou., de l’Université Lavai à Québec, ont démontré que les facteurs génétiques
interviennent pour environ 30 % dans l’héritabilité de la taille du tissu adipeux, et pour 10 à
50 % dans l’héritabilité du poids corporel (148)• Les analyses de liaison génétique et
d’études d’association de polymorphismes de gènes candidats montrent que de nombreux
gènes sont susceptibles de participer (ou de favoriser) le développement de l’obésité chez
l’homme. Les résultats obtenus récemment par de nombreuses équipes, par les méthodes
de « total genome scan », permettent de construire une carte génétique des obésités
humaines qui suggère que tous les chromosomes sont impliqués, à l’exception du
chromosome Y. Certains chercheurs parlent même qu’une centaine de gènes pourraient
être impliqués dans le développement de l’obésité.
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Nouvelles fonctions des adipocytes
Les travaux récents sur les adipocytes ont permis de montrer que ces cellules ne
sont pas seulement des lieux de stockage des triglycérides. En effet, ces cellules ont une
activité sécrétoire très importante démontrée par la découverte de la leptine. Les autres
facteurs sécrétés par les adipocytes sont : la lipoprotéine lipase (LPL), l’angiotensinogène,
l’inhibiteur de l’activateur de plasminogène-1, le TNF-Œ, la protéine CETP de transfert des
esters de cholestérol, une protéine de liaison du rétinol, les facteurs D, C3, B, Ciq et C3a du
complément, IGF-1, TGF-, PGE2, la monobutyrine (activité angiogénique), et des
hormones stéroïdes (androgènes et oestrogènes). De plus, il a été démontré récemment que
les peptides natriurétiques étaient impliqués dans la lipolyse des tissus adipeux humains
(149,150) Ces peptides natriurétiques étaient plutôt connus pour leurs effets sur le contrôle du
volume plasmatique ainsi que sur la régulation de la pression artérielle. Les adipocytes ont
donc une activité sécrétrice endocrine et paracrine considérable correspondant à la
production d’hormones, cytokines, facteurs angiogéniques et facteurs adipogéniques (151)
Des études ont démontré la production d’acide lysophosphatidique (LPA) par les
adipocytes et montré également que ce LPA agit de manière paracrine et favorise la
prolifération des préadipocytes (152) Par conséquent, les adipocytes peuvent communiquer
avec leur milieu proche ainsi qu’avec le système nerveux central et d’autres organes.
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Mécanismes physiologiques et moléculaires de la thermogenèse
L’excès de graisse corporelle résulte d’un déséquilibre entre l’énergie absorbée et
l’énergie dépensée. L’énergie dépensée est divisée en métabolisme de base, thermogenèse
postprandiale et activité physique. Un certain nombre de travaux effectués chez les
animaux et les humains ont démontré qu’un défaut de thermogenèse, indépendant de
l’exercice physique, était associé à certaines obésités. Ces résultats ont suscité la recherche
de mécanismes thermogéniques. La thermogenèse est proportionnelle à la consommation
d’oxygène et est liée à l’oxydation des substrats. On sait que cette oxydation est couplée à
la phosphorylation de l’ADP dans les mitochondries. On sait aussi que ce couplage n’est
pas de 100 % et qu’une partie de l’énergie des oxydations est dissipée sous forme de
chaleur via un découplage partiel de la respiration. Des gènes et des protéines participant à
ce découplage partiel de la respiration ont été identifiés. Il s’agit de la famille des protéines
découplantes ou UCPs (153,154) Les UCPs sont des protéines de la membrane interne des
mitochondries qui activent la vitesse d’oxydation des substrats et favorisent la dissipation
d’énergie sous forme de chaleur. Les UCPs représentent de nouvelles cibles pour des
molécules anti-obésité.
Pour essayer de comprendre pourquoi les humains présentent de grandes variations
interindividuelles de gain de poids en réponse à la suralimentation, Levin et cou. p55) ont
étudié des obèses acceptant d’absorber un surcroît de 1000 kilocalories par jour pendant $
semaines. Certains sujets ont accru leur poids de 4 kg alors que d’autres n’ont pris que 300
g. La conclusion de leur étude est surprenante: il semble qu’en présence d’un excès
d’énergie alimentaire, les individus ayant résisté à la prise de poids aient activé fortement
leur thermogenèse liée à l’activité physique normale non volontaire (NEAT ou nonexercise
activity thermogenesis). Ainsi, le métabolisme de base ou la thermogenèse métabolique
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induite par l’alimentation ne seraient pas déterminants dans le contrôle du poids corporel,
alors que l’activité physique spontanée (activités associées à une vie normale, au fait de
bouger plus ou moins) le serait.
Mécanisme de contrôle de la prise alimentaire
On connaît maintenant de très nombreux peptides provoquant la satiété ou
l’inhibant. Le neuropeptide Y est un puissant stimulateur de la prise alimentaire (156)
existe une boucle régulatrice entre ce neuropeptide et la leptine qui a l’effet contraire. Il
existe plusieurs sous-types de récepteurs de neuropeptide Y. Certaines études ont été
effectuées sur des souris dont le gène du récepteur NPY-Y5 a été détruit par recombinaison
homologue (157) En fait, contrairement à ce qui était attendu, ces souris ont un poids
corporel normal et une sensibilité à la leptine non altérée. Il semble donc que ce sont
d’autres sous-types de récepteurs de neuropeptide Y qui contrôlent la prise alimentaire. Les
souris transgéniques déficientes en récepteur 4 de la mélanocortine sont boulimiques et
obèses, et l’injection d’un agoniste de ce récepteur inhibe la prise alimentaire (158) Ces
résultats démontrent donc que la mélanocortine inhibe la prise alimentaire. Un autre
modèle de souris très étudié est celui des souris Agouti qui développent une obésité (159)•
La protéine Agouti agit en inhibant l’activité des récepteurs de la mélanocortine, ce qui
provoque une augmentation de la prise alimentaire.
En résumé, de nombreux résultats récents démontrent que la recherche dans le
domaine de l’obésité est devenue très active. Une véritable approche multidisciplinaire de
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l’obésité est en marche. Des progrès certains ont été faits aussi bien dans le domaine de la
génétique que dans celui du développement des tissus adipeux, ou encore celui des
mécanismes de dissipation d’énergie ou de régulation centrale de la prise alimentaire. Il est
maintenant évident que les causes de l’obésité sont diverses et complexes et ne se réduisent
pas uniquement à un simple excès de la prise alimentaire que les patients pourraient
contrôler.
Obésité associée à l’hypertension
Il est bien connu que l’obésité est un facteur de risque majeur pour le
développement de l’hypertension artérielle chronique hh1,160)• L’association de l’obésité et
de l’hypertension a été documentée par un grand nombre d’études. Le dépistage effectué
par «The nationwide Community Hypertension Evaluation Clinic» (CHEC) qui a inclus
plus d’un million d’Américains, démontre que la prévalence de l’hypertension est de 0,5 à 3
fois plus élevée chez les patients qui ont un surplus de poids corporel comparativement à
ceux qui ont un poids faible ou normal (161) Les données dérivées de l’étude NHANES III,
qui comprend plus de 30 000 patients, démontrent que la pression systolique et diastolique
augmente avec l’indice de masse corporelle (BMI) (162) Dans l’étude de Framingham qui
inclut plus de 5000 hommes et femmes âgés entre 30 et 59 ans, la prévalence de
l’hypertension augmente directement avec l’augmentation de la sévérité de l’obésité (111)
De plus, après huit ans, le risque de développer l’hypertension ainsi qu’une hypertrophie
cardiaque dans le groupe le plus obèse (avec un poids relatif de 120 %) était de 3 à 10 fois
plus élevé que celui du groupe qui a un poids corporel normal. Un support additionnel à la
thèse de l’hypertension associée à l’obésité est donné par les études qui démontrent qu’une
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perte de poids conduit à une baisse de pression artérielle (163) Par contre, la relation entre
l’obésité et l’hypertension opère dans les deux directions. C’est-à-dire que les sujets
hypertendus ont une plus grande tendance à l’obésité, alors que les patients obèses sont plus
sujets au développement de l’hypertension. D’ailleurs, l’étude de «Coronary Artery Risk
Development in Young Adults» (CARDJA) (164) a démontré que les jeunes normotendus
qui avaient un historique familial d’hypertension avaient un poids corporel
significativement plus élevé que ceux sans historique familial d’hypertension.
Des évidences substantielles de données épidémiologiques supportent le lien entre
l’obésité et l’hypertension. Cependant, la relation entre les deux pathologies n’est pas
nécessairement aussi directe que l’on voudrait le croire. Cette relation est une interaction
de facteur démographique, génétique, hormonal, rénal, et de facteur hémodynamique. De
plus, l’âge, la race et le sexe de la personne modulent également la force de l’association
entre l’obésité et l’hypertension. Par exemple, l’hyperinsulinémie, qui est caractéristique
de l’obésité, peut contribuer à la probabilité de développer l’hypertension en activant le
système nerveux sympathique (SNS) et causer, entre autres, une rétention de sodium.
D’autre part, la leptine, dont les niveaux sont augmentés chez la plupart des patients obèses,
peut contribuer à l’hypertension chez les obèses par son effet sur l’insuline, le $NS et
l’excrétion de sodium (165) Par contre, la plupart des anomalies liées à l’obésité et à
l’hypertension sont réversibles par une perte de poids et à un retour au poids corporel
normal de la personne. D’ailleurs, la perte de poids peut prévenir, ou plutôt retarder le
développement de l’hypertension chez les patients qui ont une pression artérielle normale
élevée. Conséquemment, la perte de poids devrait être le premier traitement au sein des
obèses hypertendus (166) Cependant, la majorité des patients auront besoin d’un traitement
pharmacologique en conjoncture avec la réduction du poids corporel. Dans l’optique d’un
meilleur traitement et contrôle de l’hypertension, la sélection des agents antihypertensifs
chez les patients obèses devrait tenir compte des mécanismes qui ont conduit au
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développement de l’hypertension ainsi que les anormalités métaboliques qui mène à
l’obésité. Il est donc très important de tenter d’élucider et de comprendre les différents
mécanismes complexes qui conduisent à l’obésité et à l’hypertension artérielle.
Étude génétique de la leptine
Différentes souches de rongeurs développent une obésité spontanée héréditairement
transmise, le plus souvent, sur un mode récessif. Les plus connues sont celles des souris
ob/ob et db/db et du rat faJfa. Ces rongeurs développent une obésité massive et précoce
associée à des altérations métaboliques et hormonales majeures comme un
hyperinsulinisme très précoce, une insulinorésistance, un hypercorticisme, une
hyperglycémie ainsi qu’une infertilité (167) L’expression du phénotype de l’obésité chez
ces rongeurs est indépendante des conditions d’environnement et d’alimentation qui ne
déterminent que le degré du surpoids (168) Les expériences réalisées par Coleman (169)
avaient montré que la mise en circulation croisée de la souris ob/ob et de la souris db/db
entraînait une perte de poids, une réduction de la prise alimentaire, une diminution de la
glycémie et finalement le décès par cachexie de la souris ob/ob. Ces constatations
laissaient supposer que le produit du gène ob était une substance capable d’agir de façon
systémique sur les centres impliqués dans le contrôle de la prise alimentaire voir plus
globalement sur le système de régulation de la balance énergétique. L’utilisation des outils
de biologie moléculaire et de la stratégie de la génétique inverse a permis en 1994
l’identification du gène ob, de sa protéine la leptine (116) et plus tard de son récepteur
(170,171) Ces stratégies reposent sur l’établissement d’une carte physique et génétique des
régions respectives des gènes ob et db, qui ont été isolés par le clonage positionnel, et les
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mutations responsables de l’obésité de ces souris ont été identifiées (116,171,170,172) Le gène
ob situé sur le chromosome 6 de la souris consiste en 3 exons et 2 introns et est transcrit en
un ARNm de 4,5 kb exprimé uniquement dans le tissu adipeux. En fonction de la souche,
la souris ob/ob est porteuse de deux types d’anomalies génétiques. Dans la souche
originale, l’ARNm contient un codon «stop» en position 105 qui indique un arrêt de la
traduction et conduirait à la formation d’une protéine tronquée inactive. Dans l’autre
souche, le transcrit d’ARNm est absent, suggérant des altérations dans le promoteur du
gène qui prévient la synthèse de la protéine. La structure de la protéine codée par le gène
ob que l’on appelle leptine (du grec leptos qui signifie mince) paraît bien conservée entre
les espèces, et une forte homologie est notée (84 %) entre la protéine de souris et la protéine
humaine. Donc, ceci soulève la question: est-ce que l’obésité humaine pourrait être due à
une déficience en leptine? Aucune étude sur des populations obèses n’a réussi à démontrer
des mutations du gène de la leptine chez l’humain (173,174,175) Par contre, une séquence
polymorphique du gène de la leptine a été rapportée comme étant associée avec l’obésité
C morbide (176) En 1997, deux patients souffrant d’obésité morbide ont été identifiés coe
ayant une mutation qui inactive le gène de la leptine. Mais, ce type de mutation conduisant
directement à l’obésité semble être extrêmement rare.
La leptine se retrouve à un niveau plutôt bas (5 à 15 tg!ml) chez les individus
minces, alors qu’il est plus élevé chez les individus obèses. Il existe une forte corrélation
entre le niveau de la leptine circulante et la quantité de masses adipeuse que l’on retrouve
chez les patients. Ceci suggère qu’il existe un mécanisme de résistance à la leptine dans la
pathophysiologie de l’obésité (177,17$) En plus de participer à la régulation de la masse
adipeuse, la leptine agit également sur d’autres systèmes complexes tels que les systèmes
cardiovasculaire et rénal. La leptine augmente la sensibilité à l’insuline ainsi que
l’excrétion du sodium et de l’eau par le rein (17!)
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Effet de la leptine sur le système cardiovasculaire
Les animaux qui sont traités avec des injections de leptine ont une température
corporelle plus élevée ainsi qu’un métabolisme accéléré comparativement aux animaux
témoins 079)• Collins et col!, ont démontré que la leptine augmentait l’activité sympathique
par une augmentation du taux de norépinéphrine dans les tissus adipeux (18e), Par contre,
aucune élévation de la pression artérielle n’a été notée quand elle est injectée en forte
concentration (181) De plus, il a été démontré que la leptine augmente la production
d’oxyde nitrique endothéliale in vitro dans des vaisseaux sanguins isolés (182) Ceci
confirme qu’il existe bien un effet vasodilatateur de la leptine alors que l’effet chronique de
la leptine semble être de façon prédominante hypertenseur (115) L’infusion de leptine chez
les rats «Sprague-Dawley» pour une période de douze jours augmente la pression
C artérielle en dépit d’une baisse de l’apport alimentaire. Une augmentation du rythme
cardiaque et de la résistance rénale vasculaire a été également notée, ce qui est en relation
avec l’augmentation de l’activité sympathique causée par la leptine. De plus, les souris
transgéniques, qui surexpriment la leptine, développent aussi une hypertension artérielle qui
est abolie par un inhibiteur des récepteurs alpha n’ayant aucun effet sur la pression
artérielle de souris non-transgéniques (114)
L’effet de la leptîne sur les reins
L’ARNm qui code pour la formation du récepteur de la leptine a été détecté dans le
rein (183) suggérant que la leptine ait un effet direct sur cet organe. Jackson et Li ont décrit
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que l’infusion de la leptine (à concentration de 0,3 tg-30j.ig/min), directement dans l’artère
rénale de rat, produit une augmentation de l’excrétion du sodium, du volume urinaire, alors
que le taux de filtration glomérulaire (GFR) ne subit pas de modification significative (184)•
Lorsque la leptine est donnée de façon systématique (0,4 à 0,5 mg/kg), elle cause une
accroissement de la sécrétion de sodium de 40 % et du volume urinaire de 50 % (185)•
Cependant, une infusion à long terme augmente la pression artérielle, le rythme cardiaque,
ainsi qu’une protéinurie, sans toutefois causer une natriurèse chez les rats spontanément
hypertendus (SRR) (186) En revanche, les doses utilisées dans ces études chez les animaux
sont beaucoup plus élevées que les niveaux physiologiques humain. Il reste donc à
démontrer si les concentrations physiologiques normales de leptine contribuent au maintien
homéostasique du sodium et de l’eau chez l’humain.
En résumé, la leptine ne contrôle pas seulement l’appétit et le taux de masse
adipeuse au sein d’un individu, mais elle est impliquée également dans l’augmentation de
l’activité sympathique, dans l’excrétion rénale et dans la sensibilité à l’insuline. Puisque la
leptine augmente la sensibilité à l’insuline et inhibe la sécrétion d’insuline contrôlée par le
glucose, elle permet donc de contrôler l’hyperinsulinémie (187)• Cependant, la résistance à
la leptine, chez les patients obèses, peut contribuer directement à leur profil clinique tel que
dépense énergétique faible, rétention du sodium, hausse du volume intravasculaire, qui
induit une hypertension artérielle ainsi qu’une résistance à l’insuline menant au diabète et à
l’hyperlipidémie. Voilà pourquoi le gène de la leptine est un bon gène candidat pour la




Le TNf-a (tumor necrosis factor-a) est un facteur pléiotropique qui exerce une
variété d’effets tels que la promotion et l’inhibition de la croissance cellulaire,
l’angiogenèse, cytotoxicité, l’inflammation et l’immunomodulation. Cette cytokine est
synthétisée principalement par les macrophages en réponse à des stimuli invasifs. Le
peptide sous la forme bioactive d’un trimère de 51 kDa, peut être reconnu par deux
récepteurs différents, soit TNFR1 (tumor necrosis factor receptor 1) ou p55 (55kDa) et
TNFR2 (tumor necrosis factor receptor 2) ou p75 (75 kDa). Les formes humaines sont
reconnues comme étant p60 et p80 respectivement. Tous ces récepteurs liés à la membrane
cellulaire, sont glycosylés et sont présents dans la majorité des types cellulaires. Par contre,
la proportion des deux récepteurs varie entre les différents tissus. En plus de lier l’hormone
TNF-Œ, ces mêmes récepteurs peuvent lier d’autres cytokines ce qui leur confèrent un fort
potentiel pléiotropique. Bien que les fonctions biologiques de ces deux récepteurs ne soient
pas totalement révélées, il a été suggéré que le TNFR1 joue un rôle important dans les
mécanismes proinflammatoires ainsi que dans les réponses cytotoxiques (188) En plus des
récepteurs liés à la membrane cellulaire, il existe des formes solubles des deux récepteurs
qui correspondent au domaine extracellulaire du récepteur généré par protéolyse. Ces
formes de récepteurs se retrouvent chez des patients normaux et en santé (189,190) Cette
forme soluble démontre une plus grande affinité de liaison pour le TNF-Œ que les
récepteurs couplés à la membrane cellulaire. Lorsque que le TNF-a est lié à cette forme de
récepteur soluble, il ne peut plus interagir avec les récepteurs membranaires. Il est donc
proposé que la présence de ces récepteurs solubles serait une forme de régulation de
l’action du TNF-a (191) On retrouve une concentration plus élevée des récepteurs solubles
dans le développement du SIDA p92), de l’endotoxinémie (193) ainsi que dans le cancer, (194)
ce qui suggère un mécanisme de régulation pour contrebalancer la production du TNF.
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Hotamisligil et colt. (195) ont démontré que le TNFR2 était surexprimé dans les
adipocytes des patients obèses avec une forte corrélation avec l’indice de masse corporelle
(BMI), l’hyperinsulinémie ainsi que les niveaux d’ARNm des tissus adipeux. Le taux
d’expression du TNFR2 est six fois plus élevé chez les sujets obèses comparativement aux
sujets normaux. Les mêmes auteurs ne rapportent aucune différence dans le niveau
d’ARNm du TNFR1 ainsi que dans les taux circulants du récepteur soluble entre les obèses
et les patients normaux. Alors, ces résultats suggèrent que le TNFR2 puisse jouer un rôle
dans l’obésité en modulant l’action du TNF-a.
TNF-Œ et l’obésité
Le TNF-Œ est une cytokine proinflammatoire qui, en plus d’être impliquée dans la
réponse immunitaire et le cancer, joue un rôle dans le développement de l’expression
phénotypique de l’obésité. Il a été suggéré que le TNF-Œ pouvait agir en tant qu’adipostat
(196,197,198)
c’est-à-dire que l’expression du TNF-a par le tissu adipeux est proportionnelle
au degré d’adiposité. Le TNF-Œ est ainsi exprimée pour tenter de limiter la progression de
la masse adipeuse (197), Cette hypothèse est supportée par une grande quantité d’études qui
démontrent clairement que l’expression de TNF-u est augmentée de façon significative
dans la pathogenèse de l’obésité et qu’il exerce un effet anti-adipogénique (199,200)
Plusieurs études effectuées sur des animaux suggèrent que le TNf-a contrôle de façon
centrale la régulation du poids corporel, soit en diminuant l’apport énergétique ou par
induction de la thermogenèse (201,202,203) Un des effets périphériques du TNF-Œ est
l’inhibition de l’activité de la LPL (204,205,206) la diminution de l’expression du transporteur
de glucose GLUT-4 (207), l’inhibition de l’activité du récepteur de l’insuline 208’209ainsi que
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l’induction de la production de la leptine par les cellules adipeuses (2b0)• De plus le TNF-u
inhibe la différenciation 2h1) et stimule l’apoptose des adipocytes c212)• L’absence complète
de TNF-Œ ou de ces deux récepteurs résulte en une amélioration de la sensibilité à
l’insuline chez les souris obèses (213,214) Par conséquent, soit par l’action directe sur
l’activité de la LPL ou en favorisant un état de résistance à l’insuline, la production du
TNF-x par les adipocytes pourrait être un mécanisme aidant à limiter la progression de
l’obésité.
L’implication de TNF-Œ dans l’hypertension a été étudiée chez le rat (215,119,216)
mais moins chez l’humain. La majorité des études chez l’humain évalue son implication
dans le développement de l’obésité et la résistance à l’insuline. Il a été démontré que le
TNF-u augmente la production de l’endotéline-l (217,218) et de l’angiotensinogène (219,220)
De plus, il a été démontré que le TNF-u est impliquée dans le développement de l’obésité
associée à la résistance à l’insuline qui est un des mécanismes proposés de l’obésité
associée à l’hypertension (221)
Chapitre 2 : Étude structure-fonction du récepteur AT1.
Article 1: N-glycosylation requirements for the ATia angiotensin II receptor
delivery to the plasma membrane.
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The purpose of this work was to investigate the role of N-glycosylation in the
expression and pharmacological properties ofthe the rat ATia, angiotensin II (Ail) receptor.
Glycosylation-site suppression was carried out by site-directed mutagenesis (Asn-»Gln) of
Asn’76 and Asn’88 (located on the second extracellular loop) and by the removal of Asn4 at
the N-terminai end combined with the replacement of the first four amino acids by a 10
amino acid peptide epitope (c-Myc). We generated seven possible N-glycosylation-site
defective mutants, ail tagged at their C-terminal ends with the c-Myc epitope. This double
tagging strategy, associated with photoaffinity labelling, allowed evaluation of the
molecular masses and imnunocytochemical cellular localization of the various receptors
transiently expressed in COS-7 ceils. We showed that: (j) each of the three N-glycosylation
sites are utilized in COS-7 celis; (ii) the mutant with three defective N-glycosylation sites
was flot (or was very inefficiently) expressed at the plasma membrane and accumulated
inside the ceil at the perinuclear zone; (iii) the preservation of Pvo sites allowed normal
receptor delivery to the plasma membrane, the presence of only Asn’76 ensuring a
behaviour similar to that of the wild-type receptor; and (iv) ail expressed receptors
displayed unchanged pharmacological properties (Kd for ‘251-sarcosine’-AII; sarcosinet
AII-induced inositol phosphate production). These resuits demonstrate that N
glycosylation is required for the AT1 receptor expression. They are discussed in the light of
current knowledge of membrane-protein maturation and future prospects of receptor
overexpression for structural studies.
76
Introduction
Angiotensin II receptors are targets for the octapeptide angiotensin II (Ail), one of
the major components of the renin angiotensin system [1]. They belong to the G-protein
coupled receptor (GPCR) family, characterized by a seven-trans-membrane-domain
topology. Cloned angiotensin receptors have been classified as AI1 and AI2 receptor
subtypes on the basis of their G-protein coupling and binding of peptidic and non-peptidic
drugs [2-5], with the exception ofXenopus and turkey receptors, which do not fit with this
classification [6]. Extensive studies on stnicture-function relationships on the AI1 receptor
have already been performed. Molecular modeiling and mutagenesis approaches have been
widely used to dissect the molecular events underlying recognition of peptide and non
peptide ligands and the process of isomerization between inactive and active conformations
involved in receptor activation [7-12].
The amino acid sequence ofthe rat AI1 receptor contains three potential sites for N
glycosylation, one at the N-terminus (Asn4) and two on the second extracellular loop
(Asn176 and Asn’88). It lias been shown previously that a single mutation of any of these
Asn residues preserves angiotensin recognition and hormone-induced inositol phosphate
(W) production [13]. In the present work we report a more complete analysis ofthe role of
glycosylation in rat AI1 receptor function through the construction of receptors
corresponding to ail possible combinations of saccharidic chain suppression. Mutagenesis
experiments were performed on a receptor tagged with a peptide epitope. The effects ofthe
mutations on the properties of the receptor were analysed by testing the ligand binding and
coupling properties of the receptors, evaluating the molecular mass of the mutated proteins
and checking their cellular localization afier transfection in COS-7 celis. We demonstrate
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that: (j) the three potential sites of glycosylation of the rat ATta, receptor are utilized in
COS-7 ceils; (ii) their suppression does flot significantly affect the ligand binding and
coupling properties of the receptor; (iii) the roles of the various glycosylation sites are not
equivalent and specific preservation of one or two of them, according to their localization,
is required for the correct delivery of the receptor to the plasma membrane. furthermore,
this work demonstrates that epitope tagging of the AI1 receptor is suitable flot only for
cellular visualization and characterization of the receptor but also for its
immunoprecipitation, the latter being a prerequisite for purification of the receptor that will
be required in future biochemical or biophysical studies.
fD Materials and methods
Receptor constructs and site-directed mutagenesis
A sequence encoding 10 amino acids (EQKLISEEDL) of the human c-Muc protein
[14] was added at the N- or/and C-termini of the rat ATia receptor using PCR. In order to
reduce the length of the primer encoding the c-Myc-epitope sequence, tagging of the




Tagging at the N-terminus
In the first amplification step the primers used were a forward oligonucleotide primer
encoding the sequence of the last six amino acids of the c-Myc epitope followed by 21
nucleotides corresponding to amino acids 5-1 1 of the ATia receptor, 5’-
ATCTCTGAGGAGGACCTGTCTTCTGCTGAAGATGGTATC-3’ (primer 1) and a
reverse primer corresponding to nucleotides 526-546 of the ATia receptor sequence, 3’-
TTATAGTGTCACACGCGCAAA-5’ (primer 2). Primer 1 and primer 2 were used to
amplify a 0.55kb fragment using the AT1a receptor cDNA cloned in the PECE vector [15]
as a template. PCR conditions were: 30 cycles at 94 oc for 1 mm, 67 °C for 1.5 mm, 72 °C
for 2 min. The amplified fragment was gel purified and used as a template for a second
PCR amplification step using a forward oligonucleotide primer encoding a Bg[II site
followed by an ATG initiation codon, the complete sequence of the c-Myc epitope and the
first five nucleotides of the new AT1a receptor sequence, 5’-
ACGAAGATCTATGGAGCAGAAGCTGATCTCTGAGGAGGACCTGTCTTC-3’
(primer 3). The reverse primer was primer 2 and PCR conditions were the same as in the
first round of amplification. This second amplified fragment was digested with BglII and
DraIII sites. The PECE vector containing the cDNA sequence of the AT1a receptor was
also digested with BgII and DraIII, gel-purified and the digested PCR fragment was
inserted into the linearized plasmid. This construct contained an ATG initiation codon
followed by the c-Myc-epitope sequence and the ATia receptor sequence starting at the fifih
amino acid. The first four amino acids were excluded, including Asn4, which belongs to
the consensus glycosylation site located at the N-terminus. This construct was named myc
N.
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Tagging at the C-terminus
In the first round of amplification, the forward primer corresponded to nucleotides 3 88-405
of the ATia receptor cDNA: 5’-ATCGTCCACCCAATGAAG-3’ (primer 4). The reverse
primer matched the last 27 nucleotides of the AT1a coding sequence, exciuding the TGA
stop codon (nucleotides 056-1077), followed by a sequence encoding the first seven
amino acids of the c-Myc epitope: 3’-CGGACGCAGAACAAAACTCCACCTCCTCG-
TCTTCGACTAAAGGCTC-5’ (primer 5). Primers 4 and 5 were used to amplify a 0.72kb
fragment using the AT1a receptor cDNA cloned in the PECE vector as a template. PCR
conditions was identical to those used for epitope tagging at the N-terminus. The amplified
fragment was gel purified and used as a template for amplification, in conditions as already
indicated, with primer 4 as the forward primer and a reverse primer matching the Iast 24
C) nucleotides of the fragment followed by the sequence encoding the missing part of the c
Myc-epitope sequence, a stop codon and a sequence encoding an SrnaI site, 3’-
CTCCTCGTCTTCGACTAAAGGCTCCTCCTGGACACTGGGCCCCCT-5’ (primer 6).
The amplified fragment was digested with DraIII. And XmaI (isoschizomer of $mal). The
PECE plasmid containing the AT1a receptor sequence was digested with DraIII and XmaI,
gel purified and ligated with the digested amplified fragment. This construct contained the
complete ATia receptor cDNA sequence fused to the c-Myc-epitope sequence at its C-
terminus; it was named myc-C.
The cDNA containing the c-Myc epitope at the N- and C-termini was obtained by
inserting the digested DraIII-SmaI fragment of the PECE-myc-C construct into the PECE




The chimaeric cDNAs were excised from the PECE plasmid using BglII and XbaI
restriction enzymes and subcloned into the BamHI. and XbaI sites of the Ml 3mp 1$ vector.
Site-directed mutagenesis was performed by using the oiigonucleotide-directed in vitro
‘scuiptor’ mutagenesis system (Amersham). Oligonucleotides that changed Asn for Gin at
positions 176 and 188 were 5’-CGCACACTGTGATTTGGGTGTTCTCGATG-3’ and 5’-
GGGAGCGTCGATTGCCGAGACTCATAAT-3’, respectiveiy. The sequences of the
tagged cDNA constructs as well as the successful introduction of mutations were verified
by sequencing using the dideoxynucleotide chain-termination method (T7 sequencing kit,
Pharmacia Biotech). WiId-type (WT) and mutated receptors were subcloned into the XmaI
site of the pCMV vector [16] for expression in COS-7 celis.
C
Expression of WT and mutated receptors In COS-7 celis
Receptors were transiently expressed in COS-7 celis by using the electroporation
transfection method: briefty, i07 celis were resuspended in 300 jil of electroporation buffer
(50 mM K2HPO4/20 mM KOW2O mlvi CH3COOK) and incubated for 10 min at room
temperature in an electroporation cuvette (0.4-cm electrode gap, Bio-Rad) with 20 jig of
pCMV carrier and different amounts of pCMV containing cDNA receptor sequences (0.1 -
2jig range). Ceiis were submitted to an electric discharge (950 mF, 280 V, 50 ms) and
cultured for 2 days in Duibecco’s modified Eagle’s mediuml4.5 g/1 glucose/10% fetal caif
serum! 100 units/ml streptomycin.
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Ligand-binding assays
Sarcosine (Sar’)-AII (Bachem) was radioiodinated as described previously [17].
[‘251]Sar’-AII binding experiments were performed on intact celis cultured in 12-well
plates. Transfected COS-7 celis were washed twice with PBS and incubated at 4 oc for 4
h, with various concentrations (0.01-10 nM) of [1251]Sar1-AII in the presence or absence of
a 200-fold excess of Sar’-AII in PBS (pH 7.4)15 mM Mgcl2Il mglml bacitracinll mglml
BSA. Bound radioactivities were evaluated after washing the celis twice with binding
medium and collecting them in 500 i1 of 0.1 M NaOH.
G
W assays
cOS-7 celis expressing the WT and mutant receptors were grown in 6-well plates
and labelled for 24 h with myo-[2-3H]inositol (1.5 ml/plate, 1 mCi/ml; DuPont NEN) in
Medium 199 deprived of serum. Before stimulation, ceils were incubated at 37 °C for 1h in
1P buffer [1 l6mM NaC1/4.7 mM KC1I1.2mM MgSO4/2.5mM cacl2/1.2mM KH2PO4 /5
mM NaHCO3/20 mM Hepes/1 1 mlvi glucose/0.5 mg/ml bacitracinl0.5 mg/ml BSA (pH
7.4)]. After 15 min of preincubation in P medium containing 10 mlvi LiC1, ceils were
incubated for 15 min at 37 °C, in the same medium in the presence or absence ofSar’-AII.
Pooled fPs were extracted and measured as described previously [1 8].
e
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Pliotoaffinity labelling and Immunoblotting analysis
Photoaffinïty labelling of WT and mutated receptors
COS-7 celis grown on 15-cm plates were washed twice with PBS and incubated in
the dark for 4 h at 4 °C in binding buffer containing 3 nM [‘251]Sar’,(4’-N3)Phe8-AII [19] in
the presence or absence of 5 x 10 M Sar’-AII. Celis were washed twice with PBS/5 mM
MgCl2 (pH 7.4). Then the medium was removed and the ccli layer was irradiated with UV
light (254 nm) for 7 min on ice. Photolysed celis were scraped with a rubber policeman in
1.5m1 of 10 mM TrisIHCl (pH 7.4)11 mM PMSF/5 mM EDTA/1% SDS (SDS
solubilization buffer), homogenized and incubated for 20 min at room temperature to
ensure solubilization of the receptors with a maximal yield (approximately 85%). Then cdl
lysates were centrifttged at 14000 g for 20 min at 15°C.
Photolabelled proteins were separated by SDS/PAGE (10 % gel) under denaturing
conditions according to Laemmli’s protocol [20]. Gels were fixed in a
methanoi/glycerol/water mixture (20:1:79, by vol.), dried and exposed to Kodak XAR-5
film at -80°C.
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Immunoprecipitation of photolabelled receptors
COS-7 ceils grown on 15-cm plates were washed twice with PBS and then
homogenized in 1.5m1 of 10 mM TrisIHCl (pH 8)/1 mM PMSF/5 mM EDTAI137mM
NaCÏ/10% glyceroll 1% Triton X-100 (Triton solubilization buffer). Homogenates were
incubated at room temperature for 20 min to ensure optimal solubilization of the receptors
(receptor solubilization yield approx. 60%), then centifuged at 14000 g for 20 min.
Solubilized COS-7 celi extracts (500 pi) containing receptors photolabelled with
[‘251]Sar’,(4’-N3)Phe8-AII were incubated ovemight at 4 oc with a monoclonal anti-c-Myc
antibody 9E10 [14] (10 i1 of ascites fluid), then for 2h at 4° with 100 pi ofa suspension
of Protein A-Sepharose beads (2 mg of Protein A!ml of Sepharose beads; Sigma). The
sedimented beads were washed three times with 1 ml of cold Triton solubilization buffer,
then resuspended in 100 til of Laemmli buffer and heated at 100 °c for 5 min. Samples
were analysed on a 10% polyacrylamide gel. Jnmunoprecipitation yields were estimated
from the radioactivities in gel slices corresponding to the covalent receptor complexes.
Immunoblotting
Transfected ceils grown in 15-cm plates were washed twice with PBS (pH 7.4) and
solubilized in 1 .5m1 of SDS solubilization buffer, as indicated for the photolabelling
experiments. The ceil lysates were submitted to SDS/PAGE (10% gel) and proteins were
transferred to a nitrocellulose membrane (0.45jim; Bio-Rad) in 25 mM Tris/l92mM
glycine/20% methanol. The nitrocellulose membrane was incubated ovemight at 4 oc with
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an anti-c-Myc antibody 9E10 (dilution 1:100 of ascites fluid) in 50 mM Tris/HC1/150 mM
NaCI/0.5 mg/ml sodium azide/10% low-fat milk (pH 7.4; Tris-buffered saline, or TBS
buffer). After washing, the membrane was incubated for 1 h at room temperature with anti
mouse IgG antibody (1:4000 dilution) coupled to peroxidase (Boehringer Manuheim) in
TBS buffer containing 0.1% Tween-20. The membrane was washed and proteins were
detected by chemiluminescence using the bioluminescence kit from Boehringer Mannheim.
Enzymic deglycosylation
Transfected cells (1.5x107) were homogenized in lml of 5 mM Tris/HC1/1 mM
MgCI2/protease inhibitors: 10 mg!ml leupeptin!20 mgfml antipainllo0 mg/ml
benzamidine/105 units ofaprotinin (pH 7.4). Homogenates were centrifuged at 100 g for 5
min at 4 oc and the supematants were centrifuged at 40000 g for 10 min at 4 °C. The
protein pellets were solubilized in 1 ml of 5 mM Tris/Hcl/1 mM Mgcl2/1 % Triton X-100/1
mM PMSF (pH 7.4). Samples (50 tI) containing 50 jig of protein were treated with 1.5
units of peptide-N4-(N-acetyl-3-glucosaminyl)asparagines amidase (PNGase F; Genzyme)
for 18h at 32 °c before SDS/PAGE analysis.
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$ubcellular localization of tagged receptors In COS-7 celis
Transfected ceils were grown on glass coverslips. Celis were fixed with 4%
paraformaldehyde in PBS (pH 7.4) for 1 h at room temperature. Fixed celis were washed
three times with PB$. Celi permeabilization was carried out by incubating fixed ceils for 4
min with 0.2% Triton X-100 in PB$ and washing them three times with PBS. Ceils were
incubated for 30 min in PBS containing 3% BSA and incubated ovemight with the anti-c
Myc antibody 9E10 (1:100 dilution) in PB$ containing 0.5% BSA. Afier extensive
washings, the celis were incubated for 1 h at room temperature with a goat anti-mouse
antibody coupled to Rhodamine (1:500 dilution; Gamlg TRITC, Nordic) in PBS containing
0.5% BSA. Afler three 30 min washes, the cells were rinsed with PBS. Conventional
immunofluorescence microscopy was performed using a Zeiss Axiophot microscope
equipped with a Zeiss Neofluar 63 x 1.25 objective.
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RESULTS
Expression and pharmacological properties of WT and mutated receptors
The AI1 receptor amino acid sequence possesses three potential sites for N
glycosylation (Asn-Xaa-Ser!Thr): one at the N-terminal end of the receptor (Asn4) and two
on the second extracellular loop (Asn’76 and Asn188). Figure 1 shows the different receptors
that we used in this study with combined mutations at the three consensus N-glycosylation
sites. Ail rnodified receptors were generated on the AT1 receptor bearing a sequence
( encoding a 10 amino acid epitope (c-Myc) at its C-terminal end (myc-C). The receptor
lacking the first potential glycosylation site was generated by deleting the first four amino
acids, including Asn4, and introducing at the N-terminus an additional c-Myc epitope (myc
N-C). The purpose ofthis modification was to allow receptor detection from the outside of
the ceil, the absence of proximate bulky saccharidic chains being hable to favour c-Myc
epitope recognition by a specific antibody. As indicated below, elimination of Asn4 and
addition the c-Myc epitope at the N-terminus of the receptor had no effect on function and
expression ofthe receptor and allowed efficient receptor detection.
Epitope tagging of the receptor at the N- or C-termini did not modify the binding
properties of the receptor, as shown by unchanged dissociation constants (1Ç1) for
[1251]Sar1 Ail and maximal binding capacities (Bmax) of WT and tagged receptors measured
on intact transfected COS-7 ceils (for details, see Table 1). Expression levels ofthe various
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constructs were checked afler COS-7 ceil transfection with variable amounts of cDNA up
to 2 j.ig (Table 1 and Figure 2). All the receptors possessing two glycosylation sites were
expressed at levels similar to that of the WT receptor. The suppression of two
glycosylation sites drastically reduced receptor expression with the exception of the
receptor possessing Asn’76 (myc-N-C, Q188) (Table 1 and figure 2), which emphasizes the
essential role of this site. The expression level of the fluly defective mutant (myc-N-C,
Q176,Q188) was only 3% of the WT receptor (Table 1 and figure 2). These results
indicate that the glycosylation site at the Asn’76 residue is sufficient but flot necessary for
normal expression of the receptor and suggest that N-glycosylation is required for efficient
expression of the receptor at the surface of the celi. When binding was detectabie, ail the
defective glycosylation site mutants displayed unchanged binding affinities for
{1251]Sar1 Ail as compared with the WT receptor (see Kd values shown in Table 1).
Angiotensin-stimulated IP production of celis transfected with WT and
mutant receptors
COS-7 celis were transfected with 100 ng of cDNA ofWT, myc-C, myc-N-C, myc
N-C, Q176 and myc N-C, Q188 and 2 tg of cDNA ofmyc-N-C, Q176, Q18$ in order to
obtain similar expression levels of the WT and mutant receptors [(2-3) x 1 sites/cell]. As
shown in Table 1, the extent of maximal W production was very similar for WT and mutant
receptors when stimulated with $ar’-AII (iOE7 M), suggesting that N-glycosylation does flot
piay a significant roÏe in AII-stimulated W production via receptor coupling to
phospholipase C.
$8
Evatuation of carbohydrate addition at the potential N-glycosylation sites
by molecular-mass determination of WT and mutant receptors
Analysis of photolabetled receptors by SDS/PAGE and autoradiography
Photoaffinity labelling of WT and mutant receptors were carried out using the iodinated
photoreactive probe [‘251]Sar’,(4’-N3)phe8-AII. This agonist probe of the AT1 receptor has
been shown be suitable for specific covalent labelling of the AT1 receptor [19] and has been
used for molecular-mass determination of AT1 receptors from different tissues and species
[19,21,22].
As shown in Figure 3, photoaffinity labelling of c-Myc-epitope-tagged receptor
expressed in COS-7 celis followed by SD$/PAGE and autoradiography analysis led to the
detection of a protein with a molecular mass of 153±l2kDa, similar to the WT receptor
(Figure 3A, lanes a and b). This labelling was specific, and was suppressed when
perforrned in the presence of excess Sar’AII. The molecular mass of the detected protein,
which was much higher than the one calculated from its amino acid sequence [41 kDa (WT
receptor) + 1.2 kDa (c-Myc epitope)], as well as the breadth of the band, indicated that the
AT1 receptor was highly glycosylated when expressed in COS-7 ceils. The molecular mass
of the photolabelled mutant lacking Asn4 (myc-N-C) was reproducibly Iower than that of
myc-C, but the shift could not be accurately estimated due to the low resolution of
polyacrylamide gels in the corresponding range of molecular mass (Figure 3A). The
contribution of Asn4 to the shift in molecular mass could more easily be seen for mutants
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lacking an additional glycosylation site [compare myc-N-C, Q176 and myc-N-C, Q18$
with myc-C, Q176 and myc-C, Q1$8 (figure 33)]; it was estimated to 25-30 kDa. N176Q
and Ni 88Q mutations induced decreases in the molecular masses of the photolabelled
receptors (85±6 and 80±1 kDa for myc-N-C, Q176 and myc-N-C, Qi88 mutants
respectively; figure 33), indicating that Asn’76 and Asn’88 are sites for carbohydrate
addition. Taken together these data demonstrate that each of the three potential N
glycosylation sites is utilized in COS-7 celis.
As the fully glycosylation-defective mutant (myc-N-C, Qi76, Q1$8) was poorly
expressed at the plasma membrane, its molecular mass could not be evaluated through
photolabelling and autoradiography.
Immunoblotting detection of WT and mutant receptors
Single tagging (N- or C-terminal) of the AT1 receptor did flot allow its efficient
detection through $DS/PAGE analysis of COS-7 ceil extracts and immunoblotting.
However, the epitope-tagged receptors solubilized in 0.1% Triton X-100 detergent could be
immunoprecipitated with anti-c-Myc antibodies adsorbed on Protein A-Sepharose beads,
with a yield of 40% (resuits flot shown). These resuits indicate that the epitope was flot
easily accessible when the protein was denatured in SDS and transferred to nitrocellulose
membrane. Double tagging of the receptor (myc-N-C) flot only increased the yield of
receptor immunoprecipitation up to 60% (resuits flot shown), but also increased the




N- and C-terminal ends (lacking Asn4) were analysed by Western blotting. As shown in
Figure 4, two major bands were detected by the c-Myc antibody for myc-N-C, myc-N-C,
Q176 and myc-N-C, Q188: low-molecular-mass forms (35-43 kDa), present in the three
mutants, and higher-molecular-mass forms with sizes varying with the analysed receptor.
As shown in figure 4 (lane a), the staining was specific for the c-Myc epitope; no band was
detected in ce!! extract containing the WT receptor. The high-molecular-mass bands
detected by the c-Myc antibody corresponded to those detected by receptor photolabelling;
they probably represented molecular forms of receptors that had reached the plasma
membrane and were accessible to labelling on intact cells. As already found in
photolabelling experiments (Figure 3), a shift of these immuno-detected bands was
observed for the N176Q and NY88Q mutants (figure 4, lanes c and d), confirming that
Asn176 and Asn188 bear carbohydrate chains. The low-molecular-mass band was
heterogeneous except for the case of the fully defective glycosylation-site mutant (myc-N
C, Q176, Q18$; figure 4, lane e), this latter was characterized by a 35 kDa entity
corresponding to the lower-molecular-mass component detected for the other mutants
(Figure 4, lanes b, c and d). This band is characteristic of the fully deglycosylated receptor,
as it was flot significantly shifted upon PNGase f treatment (Figure 5, lane b); it was
obtained through enzymic treatment of the glycosylated receptor (Figure 5, lane a). One
must notice that this value is significantly lower than expected from the amino acid
sequence of the tagged receptor (41 kDa and 1.8 kDa for the AT1 receptor and c-Myc
epitope, respectively). Such a difference between theoretical and experimental molecular
masses has already been observed for angiotensin receptors [23-25] and histamine H2
receptors [26]. Besides a possible inaccurate estimation of molecular masses by
SDS/PAGE, one camiot exciude proteolysis of the receptor, which might be facilitated in
the absence of N-linked sugars and would agree with the well-known protecting role of
saccliaridic chains [27,28]. Such a hypothesis would imply the loss of one of the two c
Myc epitopes; immunoblotting detection in this situation would be facilitated by increased
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accessibility of the remaining epitope, as cornpared with the detection of the glycosylated
receptor, which required both tags.
Surprisingly, in some experiments a 64± 5 kDa molecular-mass hand was detected
in cellular extracts prepared from celis expressing the receptor lacking the three consensus
N-glycosylation sites (myc-N-C, Q176, Q1$8; Figure 4, lane e). One can speculate that this
band corresponds to aggregated forms of the receptor (its size is consistent with that of a
dimer); this hypothesis is supported by data reporting the existence of multimeric forms of
GPCR resistant to denaturing conditions [29-3 1]. The very-high-molecular-mass bands
detected for other mutants might reflect the presence of aggregated forms of fully or
partially glycosylated receptors.
Subcellular localization of WT and N-glycosylation-site-defective
receptors
In order to verify the fate of mutant receptors that could not be detected through
radioligand binding, their expression was checked in intact COS-7 celis by indirect
immunostaining using a monoclonal anti-c-Myc antibody and a Rhodamine-labelled anti
mouse antibody. Staining of COS-7 celis transfected with the receptor bearing the c-Myc
epitope at its C-terminus was only visible when they were permeabilized (Figure 6, row 2).
The intracellular staining, localized at the inner face of the plasma membrane and inside the
ceil, was specific, as shown by its absence on celis transfected with the WT receptor
(Figure 6, rowi). As expected, the same pattem was obtained with ceils transfected with
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receptor tagged at both ends (myc-N-C; figure 6B, row 3). However, this latter could be
detected from the outside without celi permeabilization (Figure 6A, row 3). These resuits
indicate that the receptor lacking the Asn4 residue was normaliy expressed at the plasma
membrane, thus confirming the [‘251]Sar’-AII-binding experiments. As shown in figure 6,
receptors mutated at both Asn’76 and Asn’88 (myc-C, Q176, Q188) or lacking the three
consensus glycosylation sites (myc-N-C, Q176,Q188) were not detected on the surface of
non-permeabihzed cells, but could be stained inside permeabilized ceils. These data are in
agreement with the very low or undetectable [‘251]Sar’-AII-binding (see binding
experiments, Table 1), demonstrating that these mutants displayed impaired trafficking to
the plasma membrane. Although the identification of the stained intracellular
compartments requires further studies, the perinuclear localization of these mutants
suggests that they might be sequestered to the endoplasmic reticulum.
C
DISCUSSION
The role of N-glycosylation in the pharmacological properties and expression of
GPCR has been investigated for some members of this family [26,32-39]. As do most
heptahelical receptors, the rat AI1 AIT receptor possesses severai potential consensus sites
for N-glycosylation [6,9], one located at the N-terminus (Asn4) and two located in the
second extracellular loop (Asn’76 and Asn188). A preliminary study ofYamano et cou. [13]
reported that individual mutations of these sites had no effect on receptor function. The
purpose of the more detailed mutagenesis study reported in the present work was to
investigate the role of N-linked saccaridic chains on receptor functions: expression at the
plasma membrane. Ail recognition and phospholipase C-coupling properties. The work
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involved photoaffinity labelling, and epitope tagging of the WT and mutant receptors for
their detection through immunoblotting and immunocytochemical cellular localization. Ail
the mutants were generated on a receptor bearing a 10 amino acid c-Myc epitope at the C-
terminai end of the receptor. Asn’76 and Asn’88 were mutated into Gin whiie Asn4 was
removed by deleting the first four amino acids and replacing them with an additional c-Myc
sequence. This double tagging was shown to ampiify the sensitivity of receptor immune
detection by Western blotting. The introduction of these tags, inciuding N-terminal tagging
associated with Asn4 suppression, did flot modify [‘251]Sar’-AII-binding, phospholipase C
coupiing or processing properties of the receptor. SDS/PAGE anaiysis of photolabelied
receptors and immunoblotting detection together with enzymic degiycosyiation
demonstrated that the three potentiai N-glycosyiation sites actuaiiy bear carbohydrate
chains in COS-7 celis, as assessed by the striking changes in the molecuiar masses of
mutant receptors. An extensive analysis of the properties of mutant receptors lacking one
or several glycosyiation sites aliowed us to draw conclusions about the requirements for
normai expression. N-giycosylation is required for receptor expression at the plasma
membrane as the receptor iacking the three sites could be detected neither by ligand binding
nor by immmunocytochemicai detection in non-permeabilized intact celis. We aiso
demonstrated that the presence of two sites, irrespective of their localization, allowed an
expression level similar to that of the WT receptor. Jnterestingiy, oniy the preservation of
Asn’76 insured optimal expression. The same was not found for Asn4 and Asn’88,
demonstrating that the roles ofthe saccharidic chains at the various sites are not equivalent.
Ail the mutant receptors that were expressed at the plasma membrane dispiayed unchanged
pharmacologicai properties (K for [‘251]Sar’-AII-binding; Sar’-AII-induced IP production)
as compared with the WT receptor.
Epitope tagging has aiiowed us to monitor the celiular localization of the various
receptors. The validity of the strategy and experimental conditions can be verified; N
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terminal tagging with the c-Myc epitope proved to be appropriate for the specific detection
of expressed receptors from the outside of the celi, whereas intracellular receptors were
detected in permeabilized ceils. We confirmed that mutant receptors that were undetectable
by ligand binding to intact ceils were flot expressed at the plasma membrane; moreover
they were normally detected intracellularly, indicating that their biosynthesis was flot
affected by glycosylation-site suppression. The immunochemical staining was more
concentrated near the nucleus, suggesting that the protein accumulates in the endoplasmic
reticulum of the ceil. As a consequence, the lack of delivery of some glycosylation
deficient mutants can be interpreted as resulting from their impaired folding. Jndeed, the
role of N-glycosylation on protein maturation has been documented widely and a folding
process based on the binding of the lectins cainexin and caireticulin to the newly
synthesized glycoprotein has been described [40,41]. Although calnexin-dependent and -
independent mechanisms have been postulated to participate in the conformational matu
ration of the vasoactive intestinal peptide 1 receptor [35], studies on the relationships
between N-glycosylation and molecular chaperones, such as lectins present in the ER,
remain to be extended to other GPCRs. Up to now, a general role for N-glycosyÏation
within this family has not been clarified. Whereas N-glycosylation requirements for the
trafficking of the 132 adrenergic receptor [32-34], vasoactive intestinal peptide 1 receptor
[35], rhodopsin [36] and gonadotropin-releasing hormone receptor [37] have been reported,
N-glycosylation is not essential for the processing of m2 muscarinic receptor [38],
histamine H2 receptor [26] or parathyroid receptor [39]. The role ofN-glycosylation in the
AT1 -receptor trafficking might explain the difficulties we encountered for its expression in
SF9 insect celis (D. Solier, J. C. Bonnafous and J. Marie, unpublished work) and
Escherichia cou (B. Berlin, J. Marie and D. Strosberg, personal communication), which are
cell systems in which oligosaccharide processing is lacking (E. coli) or differs from that of
mammalian celis (SF9 cells) ([42] and references cited therein). The difficulty of
expressing functional receptors in E. coli could be overcome by forcing their accumulation
in inclusion bodies and reconstituting them in lipid vesicles, as shown by an elegant study
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of an olfactory receptor [43]. Nevertheless, the development of eukaryotic systems for
GPCR overexpression appears the most straightforward, as shown for rhodopsin [44]. The
development of overexpression and purification systems [42] remains, to date, a challenge
for most of the laboratories working on structure-function relationships of GPCRs,
including their physicochemical or biophysical characterization. In this respect, the present
work constitutes a prerequisite for future structural studies, in as much as it lias delineated a
set of receptor constructs that allow preservation of expression properties and are adapted
to their purification using c-Myc antibodies.
This work was supported by IN$ERM, CNRS and Laboratoires Fournier (Daix,
France). We thank A. Cohen Solal and B. Mouillac for supplying the ascites fluid
containing the 9E10 antibody.
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Figure 1 : Schematic representation of N-glycosylation-site-defective receptors
This Figure represents the WT and N-glycosylation-site-defective mutant receptors with
their seven transmembrane domains (1M). Ail the receptors were eptitope-tagged with the
peptide c-Myc (hatched boxes on right) at their C-termini (myc-C). Asn residues of the
consensus sequence Asn-Xaa-Ser/Thr for potential N-giycosylation are Asn4 (N4) Asn’76
(Ni 76) and Asn188 (Ni 88) Asn4-site-defective mutant was obtained by deletion of the first
four amino acids [the Al1 receptor sequence starting at its fifih amino acid (+5)] and
addition of a second c-Myc epitope (myc-N-C; hatched boxes on lefi). Q176, Q188 and




















Figure 2: Expression of mutant receptors in COS-7 ce]ls
COS-7 celis were transfected with the indicated amounts of cDNAs encoding the various
N-glycosylation-site-defective mutants and the expression levels were determined in intact
ceils incubated with a saturating concentration of [‘251]Sar1-AII (iO M). Non-specific
binding was estimated in the presence of a 100-fold excess of unlabelled Sar’-AII as
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Figure 3 : Electrophoresis pattern of photolabelled mutant receptors
COS-7 ceils expressing the receptors at maximal levels were photolabelled with 5 nM
{‘251]Sar’,(4’-N3)Phe8-AII in the presence (+) or absence (-) of a 100-fold excess of Sar’
Ail. Ce!! extract containing 10-l5fmol of labelled receptors submitted to photolysis [(40-
60) x i03 d.p.m.] were prepared and analysed by SDS/PAGE (10% gel) followed by
autoradiography as described in the Materials and methods section. Prestained molecular
mass markers (Bio-Rad) are indicated by arrows. (A) Electrophoretic pattem of WT and c
Myc-epitope-tagged receptors. Lane a, WT receptor; lane b, receptor tagged at its C-
terminus (myc-C); and lane c, receptor tagged at both N- and C-termini (myc-N-C). (B)
Electrophoretic pattem of N-g!ycosylation-site-defective mutants. Lane a, myc-N-C; lane
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figure 4: Western-blot analysis of WT and mutant receptors
COS-7 celis expressing the WT or epitope-tagged mutant receptors were homogenized in
SD$ solubilization buffer. Extracts (40-50 tg of protein) were submitted to SDS/PAGE
(10% gel) and proteins were electroblotted on to a 0.45 im nitrocellulose membrane.
Epitope-tagged proteins were revealed by immunoblotting using anti-c-Myc antibody with
chemiluminescence detection as described in the Materials and methods section. Arrows
indicate the position of prestained markers (rainbow markers ftom Amersham). Lane a,
WT; lane b, myc-N-C; lane c, myc-N-C, Q176; lane d, myc-N-C, Q188; and lane e, myc-N

















Figure 5 : Enzymic deglycosylation of the receptors
Ce!! lysates were prepared from COS-7 ceils as described in the Materials and methods
section. Samples (50 tg ofprotein) were incubated for 12 h at 32 °C in the presence (+) or
absence (-) of 1.5 units of PNGase F. Samples were submitted to SDS/PAGE (10% gel)
and immunoblotted with an anti-c-Myc antibody with chemiluminescence detection as
described in the Materials and methods section. Lane a, myc-N-C; and lane b, myc-N-C,









Figure 6: CeIlular localization of the WT and mutant receptors
COS-7 ceils expressing the WT or epitope-tagged mutant receptors were incubated with the
anti-c-Myc antibody 9E 1 Oimmunostaining was performed with an anti-mouse antibody
coupled to Rhodamine, as described in the materials and methods section. Row 1, WT; row
2, myc-C; row3, myc-N-C; row 4 myc-C, Q176, Q188; and row 5, myc-N-C, Q176, Q188.
(A) Non-permeabilized celis; (B) permeabilized celis. Photographs were taken at the same
magnification with the same objective and are saples from the same experiment. They are
representative of a large number of specimens obtained from three independent
experiments. Magnification x 630.
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[1251]Sar1-All binding
P productionReceptor Kd (oM) 8m (% ot Wt) f% ot WT maximal)
WT 0.79 ± 0.25 100 100
myc-N 0.62 ± 0.23 98 ± 15 —
myc-C 0.46 ± 0.09 100 ± 5 95 ± 4
myc-0, 0176 0.50 ±0.15 97±19
—
myc-C, 0188 0.63±0.12 95±1?
—
myc-C, 0176,0188 ND ND
—
myc-N-C 0.79±0.12 83±5 97±7
myc-N-C. 0176 0.74±0.18 16±5 90±1
myc•N-C, 0188 0,63±0.12 86±13 150±49





Table 1: Ligand building and couplïng properties of WT and mutant receptors
expressed in COS-7 celis
[‘251]Sar’-AII binding was performed on intact COS-7 celis transfected with cDNA
amounts that ensured maximal expression levels for each receptor (2 tg of cDNA for WT
myc-C, myc-N-C, myc-N-C, Q18$ and myc-N-C, Q176, Q18$ and 1 jig for myc-N-C,
Q176) as indicated in the Materials and methods section. Dissociation constants (1Ç1) and
maximal binding capacities (Bmax) were determined by Scatchard analysis. Values are
means ±S.D. of four independent experiments performed in triplicate. Total (T) and non
specific (NS) binding determined for 1 x 1 0 celis incubated with a saturating concentation
of[’251]Sar’-AII (10 nM, l8OCi/mmol) were: T, 195000 ±1000 c.p.m. and NS, 4360 ± 350
c.p.m. for the WT receptor; T 37500±500 cpm and N$, 3500 ±550 c.p.m. for the myc-N-C,
Q176 mutant; and T, 9200 ±650 c.p.m. and NS, 3400 ±400 c.p.m. for the myc-N-C,
Q176,Q188 mutant (values are means ±$.D. of triplicates obtained in a representative
experiment). Sar’-AII-induced IP production was measured in COS-7 ceils expressing the
WT or N-glycosylation-site-defective-mutant receptors [(200-300) x i03 sites/cell]. Celis
were stimulated for 15 min by 1 0 M Sar’ -AIT and pooled Ws were extracted and measured
as described in the Materials and methods section. Values are means ± S.D. of three
independent experiments performed in triplicate. Basal and Sar’-AII-stimulated TP
production values were: 478 ±28 (basal) and 2052 ±200 (stimulated) d.p.m and 608 ±100
(basal) and 1880 ±150 (stimulated) d.p.m. for ceils expressing WT receptor (200 x
sites/cell) and myc-N-C, Q176 mutant receptor (195 x sites/cell), respectively (means
±S.D. from one typical experiment performed in triplcate). ND, non-detectable binding; -,
not determined.
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Résumé de l’article 1
Le but de cette étude est d’étudier le rôle des sites de glycosylation dans
l’expression ainsi que dans les propriétés pharmacologiques du récepteur ATia chez le rat.
La suppression des sites de glycosylation a été effectuée par mutagenèse dirigée pour (Asn
H? Gln) l’Asn’76 et 1’Asn’88 (qui se retrouve sûr la deuxième boucle extracellulaire).
L’enlèvement du site de glycosylation de l’Asn4 a été effectué par le remplacement des
quatre premiers acides aminés par une séquence d’épitope c-Myc de 10 acides aminés en
N-terminal du récepteur. Nous avons généré sept mutants dont les sites potentiels de
glycosylation ont été remplacés, tous étaient marqués en C-terminal avec l’épitope c-Myc.
Cette stratégie de double marquage (c-Myc en N- et C- terminal), associé avec le
photomarquage, a permis l’évaluation de la masse moléculaire des récepteurs, alors que
l’immunohistochimie la localisation cellulaire des différents mutants exprimés de façon
transitoire dans les cellules CO$-7. Nous avons démontré que : (i) chacun des trois sites
potentiels de glycosylation est utilisé dans les cellules COS-7 ; (ii) le récepteur mutant qui
ne possède plus aucun site de glycosylation n’est pas (ou pratiquement pas) exprimé à la
surface de la membrane plasmique, et est accumulé à l’intérieur de la cellule dans la zone
périnucléaire; (iii) la conservation de deux sites de glycosylation permet une incorporation
normale du récepteur à la membrane plasmique, alors que la seule présence de l’Asn176
assure un comportement similaire au récepteur de type sauvage.; et (iv) tous les récepteurs
exprimés démontrent des propriétés pharmacologiques inchangées (Kd pour [I125]
sarcosine1-AII; sarcosine1-AII qui induit la production d’inositol phosphate). Ces résultats
démontrent que les sites de glycosylations sont nécessaires pour l’expression du récepteur
AT1.
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Obesity represents a serious risk factor for the development of cardiovascular
diseases, including hypertension. Segregation studies suggest that obesity and obesity
associated hypertension may share some genetic determinants. The resuits of the present
candidate gene investigation suggest that in hypertensive pedigrees of french-Canadian
origin, one such determinant is the tumor necrosis factor (TNF)-a gene locus. Gender
pooled quantitative sib-pair analysis demonstrated a significant effect of the gene locus on
3 global and 7 regional measures ofobesity (P=0.05 to 0.0004).
Gender-separate quantitative sib-pair analyses showed that the impact of the locus
on obesity is most significant in the abdominal region in men and in the thigh region in
women. furthermore, the haplotype relative-risk test demonstrated a significant association
between the TNF-a gene locus and both obesity (P=0.006) and obesity-associated
hypertension (P=0.02). These effects were most significant in individuals with nonmorbid
obesity. In conclusion, the results of linkage and association analyses suggest that in
hypertensive pedigrees of French-Canadian origin, the TNF-a gene locus contributes to the
determination of obesity and obesity-associated hypertension. In addition, the data indicate
that gender modifies the effect ofthe locus on the regional distribution ofbody fat.
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Introduction
Obesity is a leading risk factor for the deveiopment of essential hypertension. It lias
been estimated in the Framingham Heart Study that for each 4.5 kg of weight gain, there is
an accompanying increase of 4 mm Hg in systolic blood pressure in both men and women.1
Several mechanisms have been implicated in the pathogenesis of obesity-associated
hypertension, including insulin resistance, sait sensitivity, and activation of the sympathetic
nervous system.2
The pathogenesis of both obesity and hypertension is complex, characterized by the
involvement of several genes and environmental factors.3’4 Genetic analyses suggest that
some of the genes that determine obesity may also contribute to the development of
obesity-associated hypertension.5’6 One such gene may be that coding for tumor necrosis
factor (TNF)-a.
TNF-a is a proinftammatory cytokine that, in addition to its role in the immune
response and cancer, is involved in the development and phenotypic expression of obesity.
It has been suggested that TNF-a functions as an adipostatic factor that is induced by
increasing obesity to limit its further progression.7 This hypothesis is based on a large body
of research that demonstrates TNF-a expression is heightened in obesity8’9 and that TNF-a
exerts antiadipogenic effects. Thus, the exposure of adipose tissue and ceils to TNF-a in
vitro dramaticaliy suppresses the gene expression of key enzymes involved in fatty acid
uptake and lipogenesis.’°’2 In addition, TNF-a inhibits differentiatio&’ and stimulates
apoptosis of adipocytes.13
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In obesity, some ofthese antiadipogenic effects may be mediated by TNF-Œ-induced
insulin resistance. The complete absence of TNF-Œ or of both of its receptors resuits in a
significant improvement in insulin sensitivity in mice with dietary, hypothalamic, or
genetic obesity.’4”5 In obese humans, elevated TNF-a expression in adipose and muscle
tissues is positively correlated with the level of fasting hyperinsulinemia.916
The role of TNF-a has not been studied in hypertension as extensively as in obesity
and insulin resistance. It has been demonstrated that TNF-Œ increases the production of
endothelin-l’7”8 and angiotensinogen.’9’2° In addition, as described, TNF-a has been
related to the development of obesity-associated insulin resistance, which is one of the
proposed mechanisms of obesity-associated hypertension.2 The goal of the present studyC was to investigate whether the T-a gene locus is involved in the deteination of obesity




fifiy pedigrees of french descent were selected from a genetically isolated
population of the Chicoutimi/Lac St-Jean region in the Canadian province of Quebec.2’
The pedigrees were ascertained through “hypertension-affected” sib pairs. “Affected” status
was defined by the presence of (1) early-onset essential hypertension (onset at the age of
5 years) and (2) dyslipidemia (total cholesterol of .2 mmolIL, HDL cholesterol of .9
mmol/L, or both). In addition, affected status was characterized by the absence of (1)
secondary hypertension, (2) diastolic blood pressure of >110 mm Hg while on blood
pressure-lowering medication, (3) gross obesity (body mass index [3M1] of>35 kglm2), (4)
diabetes mellitus (fasting blood glucose of >6 mmol/L or the use of insulin or oral
hypoglycemic agents), (5) renal dysfunction (serum creatinine of >180 mmol/L), (6) liver
disease, (7) malignancy, (8) pregnancy, and (9) substance abuse, including alcohol.
Furthermore, to ensure genetic homogeneity, only sib pairs with both parents of Catholic
French-Canadian origin were selected. Once an affected sib pair was identified, other
family members, including siblings, parents, chiidren, and aunts and uncles, were also
included. This collection included a total of 262 individuals. The study was approved by
the local ethics committee, and the subjects gave their informed consent.
In these individuals, 3 global and 11 regional measures of obesity were collected
through standardized procedures. The global measures included BMI, total body fat (TBF)
derived from skinfold measurements,22 and TBF determined with bioimpedance (RJL
Systems, Inc). The regional measures included 6 trunk and extremity circumferences and 5
skinfold measurements. Descriptive statistics on obesity-related phenotypes are presented
in Table 1.
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The TNF-a gene locus was investigated with the use ofthree poiymorphisms; (1) an
NcoI polymorphism located in the promoter region of the TNF-Œ gene at position -308
(index of heterozygosity 0.1 $),23 (2) an NcoI polymorphism located kb upstream of the
gene (index of heterozygosity 0.40),23 and (3) a CA-dinucleotide repeat polymorphism
located 6 kb upstream ofthe gene (index ofheterozygosity 0.88).24
Quantitative sib-pair analysis was conducted with use of the SifiPAL computer
program (Version 2.8, S.A.G.E. package; Department of Epidemiology and Biostatistics,
Case Western Reserve University). This nonparametric linkage analysis is based on
regression ofthe squared trait difference on the proportion ofmarker alieles shared between
2 siblings. One-taiied Student’s t test is used to test the significance of the regression.
Before linkage analyses, ail variables were adjusted for significant covariates, such as age,
gender, and height, by means of linear regression. The allele frequencies of DNA markers
were estimated in the total sampie of individuais (n=262). b controi for possible bias, we
used the more conservative unweighted option for sib-pair analysis. Given the fact that a
candidate gene approach was used here, we chose P<0.05 as our initial criterion for iinkage.
The power to detect iinkage with quantitative sib-pair analysis is concentrated in sib
pairs either concordant or discordant for high or low values of the trait, or both.25
Therefore, only individuals with either “low’ (22 kg!m2) or “high” (27 kg/m2) BMI
were selected for quantitative sib-pair analyses (figure 1). These individuals created a total
of 152 sib pairs, including 102 sib pairs concordant for high BMI, 8 sib pairs concordant
for low BMI, and 42 sib pairs discordant for iow and high BMI. BMI values of 22 and 27
kg/m2 were chosen because it has been demonstrated that individuais with BMI of 22
Co
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kg/m2 rarely have metabolic conditions, sucli as insulin resistance,26 and that Canadian
aduits with BMI of <27 kg!m2 have nearly twice the prevalence of hypertension as those
with BMI of<27 kg!m2.27
Association analysis was performed with use of the TRANSMIT program (Version
2.3; D. Clayton, MRC Biostatistics Unit). This program tests for associations between a
genetic marker and disease by examining the transmission of multipoint haplotypes from
parents to affected offspring. The statistic is used to compare multipoint haplotype
frequencies observed in affected offspring with those expected under mendelian
transmission. The TRANSMIT program can also 5e used when parental genotypes are
unknown; in this case, data ftom unaffected siblings are used.
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Resuits
Quantitative sib-pair analysis (SffiPAL) demonstrated significant effects of the
TNF-a gene locus on ail global and most regional measures of obesity (figure 2). With
respect to global measures of obesity, the most significant resuit was observed for BMI (t
-2.74, P=0.004) and less significant data were obtained for TBF derived ftom skinfold
measurements (t = -1.79, P=0.04) and TBf determined tbrough bioimpedance (t = -1.63,
P=0.05) (Figure 2). In regard to the regional obesity measures, the TNF-a gene locus
demonstrated the rnost significant impact on thigh circumferences (t = -3.10 to -3.47, P
0.001 to 0.0004). Upper arm, waist, and hip circumferences were also linked to the Iocus
but less significantly. Among skinfold measurements, thigh skinfold was the only one that
reached statistical significance (t = -2.55, P=0.007) (figure 2).
C
b confine this obesity-related effect of the locus doser to the TNF-a gene, an
association-based analysis (TRANSMIT) was conducted. This analysis demonstrated that
marker haplotype frequencies observed in affected offspring (BMI 27 kglm2) differ
significantly from those expected under mendelian transmission (X2 = 10.45, 3 df, P0.02).
Taken together, the resuits of both linkage and association analyses suggest that the TNF-a
gene locus is invoived in the determination of obesity in hypertensive pedigrees of French
Canadian origin.
Among individuals with BMI of 27 kg/m2 (n= 110), 88% had early-onset
hypertension, whereas among the individuals with BMI of 22 kg/m2 (n30), 38% were
affected ( = 18.03, 1 df, P=0.00002). The difference in the prevalence of hypertension
C
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between the 2 groups indicated a close relationship between obesity and early-onset
hypertension in our data set.
To explore the possibility that the TNF-a gene locus is involved in the development
of obesity-associated hypertension, association analysis (TRANSMIT) was conducted.
This analysis showed that haplotype frequencies observed in affected offspring (BMI of
27 kg/m2 and hypertension diagnosed at the age of 55 years) do flot significantly differ
from those expected under mendelian transmission ( =6.25, 3 df, P=0.1), suggesting that
the TNF-a gene locus is not involved in the pathogenesis of obesity-associated
hypertension. However, on the basis of the known actions and the presumed role of TNF-a
in obesity and hypertension, the TNF-a gene is not likely to be involved in the development
of hypertension in subjects with severe obesity. Therefore, we carried out association
analysis, with affected status being assigned to hypertensive individuals with nonmorbid
obesity (BMI 27 to 35 kg/m2). This analysis revealed a significant association between the
TNF-a gene locus and obesity-associated hypertension (x2 =9.6, 3 df, P=0.02) (Table 2).
furthermore, the selection of only individuals with nonmorbid obesity (BMI 27 to 35
kg!m2) as affected offspring also increased the significance of the association between the
locus and obesity (=12.6, 3 df, P=O.006) (Table 2). In this analysis, the haplotype 1.2.10
was significantly associated with obesity (=4.57, 1 df P=0.03). These results suggest that
the TNF-a gene locus is a significant determinant of both obesity and obesity-associated
hypertension and that this effect is limited mainly to individuals with nonmorbid obesity.
Furthermore, descriptive statistics on obesity-related phenotypes demonstrate that
men and women differ in most measures of regional body fat distribution (Table 1). The
average values of ah skinfold measurements were found to be higher in women than in
men, with the most significant difference being observed in the thigh skinfold (P = 3.0x10
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16) In contrast, most of the circumference measures were greater in men than in women.
Among them, the most significant difference was noticed in waist circumference (P
0.0003) and the waisti’hip ratio (P= 8.6 X 1015). To further explore the issue of gender, we
performed gender-separate quantitative sib-pair analyses. They showed that in male sib
pairs, the TNF-Œ gene locus exerts the most significant effects on waist circumference (t = -
1.58, P= 0.06), the waist/hip ratio (t = -1.77, P=O.04), and suprailiac skinfold (t = -2.87,
P=0.004). In contrast, in female sib pairs, the locus has the most significant impact on
upper thigh circumference (t = -3.02, P= 0.002), middle thigh circumference (t -3.00,
P=0.002), and thigh skinfold (t = -2.39, P= 0.01) (figure 3). Thus, the TNF-a gene locus
appears to most significantly influence the accumulation of fat in the abdominal region in
men and in the thigh region in women.
126
Discussion
The resuits of the present linkage and association analysis suggest that in
hypertensive pedigrees of French-Canadian origin, the TNF-Œ gene locus is involved in the
pathogenesis of obesity and obesity-associated hypertension. Although these resuits do not
provide direct evidence for the involvement of the TNF-a gene, in consideration of the
known actions of TNF-c this gene represents the best candidate within the chromosomal
region.
The effect of the TNF-a gene locus on human obesity alone has been reported
previously. A significant relationship between the gene locus and various global measures
C of adiposity was observed in populations as diverse as Pima Jndians and European
whites.283° These studies were performed in families or groups of unrelated individuals
with obesity, non-insulin-dependent diabetes mellitus, or ischemic heart disease. The
resuits of the current investigation extend the previous observations in that they
demonstrate the effect of the Iocus in pedigrees with hypertension.
A role of the TNF-Œ gene locus in obesity-associated hypertension has flot been
previously demonstrated. However, it has been observed in an isolated Native Canadian
population that a positive correlation exists between serum TNF-a concentration and both
systolic blood pressure and insulin resistance in subjects with a wide range of adiposity.31
Furthermore, TNF-a has been implicated in the development of endothelial dysfunction. In
vascular smooth muscle ceils, TNF-a was shown to stimulate the production of a potent
vasoconstrictor, endothelin- 1.18 Consistent with this in vitro finding, significant positive
C
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correlations were found between serum TNF-a and serum endothelin-1 levels in patients
with android obesity.’7 Moreover, in spontaneously hypertensive rats (SHR), several
studies have reported that TNF-a synthesis and secretion in response to lipopolysaccharide
stimulation are increased in comparison with normotensive controls.32 This effect was most
marked in adipose tissue and was associated with increased angiotensinogen gene
expression.2° In addition, the body temperature response to lipopolysaccharide differs
between SHR and its normotensive control,33 and it has been demonstrated that this
response is, at least in part, determined by the TNF-a gene locus.34 Finally, the TNF-a gene
locus as a part of the RTI complex has been suggested in some,35’36 but not ail,37’38 studies
to contribute to the pathogenesis of hypertension in SHR and New Zealand genetically
hypertensive rats.
In the present study, the effect of the TNF-a gene locus on both obesity and obesity
associated hypertension was found to 5e most significant in nonmorbidly obese individuals.
This finding is consistent with the proposed actions of TNF-a in obesity. Enhanced activity
of the cytokine due to the development of obesity is, on one hand, predicted to contribute to
the development of hypertension but is, on the other hand, expected to limit the progression
of obesity.7
Gender-separate linkage analyses indicate that the TNF-a gene tocus influences
regional accumulation of fat, most significantly in the abdominal region in men and in the
thigh region in women. Such a gender-specific effect ofthe TNF-a gene could be the result
of a gender difference in the regional expression of either the gene itself or any other
element involved in the cascade of events that lead from activation of the gene to its action
in the target tissue. At present, the only element in the TNF-a cascade that is known to
have gender-specific regional effects is lipoprotein lipase (LPL).39 This enzyme normally
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promotes lipid accumulation in adipose celis. A significant proportion of the
antiadipogenic effects of TNF-a are mediated through the inhibition ofLPL.’° Amer et al39
showed that both the mRNA level and the enzyme activity of LPL are higher in abdominal
than in thigh adipose ceils in men and vice versa in women. Notably, these gender-specific
regional differences of LPL closely parallel those of the TNF-a gene effect on body fat
accumulation obsewed in the present study, suggesting a possibility that LPL may be
involved in determination ofthe gender-specific regional effects ofthe TNF-a gene.
In conclusion, the resuits of linkage and association analyses suggest that in
hypertensive pedigrees ofFrench-Canadian origin, the TNF-a gene locus contributes to the
pathogenesis of obesity and obesity-associated hypertension. Furthermore, the resuits also
indicate that the locus influences regional body fat distribution differently in men and
women.
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Figures, tables and legends
TABLE 1. Obesîty-Related Phenotypes In Individuals Selected for Sib-Païr Analysis
Ail Men Women Gender
Obesity Measure (n=140) (n=59) tn=81) Difference (P)
Global obesity measure
Body mass index, kg/m2 285±5.4 28.7±4.0 28.3±6.2 NS
Body fat (skinfolds), % 36.6±7.6 33.2±5.9 40.3±7.5 9.2X107
Body fat (bloimpedance), % 31.8±12.2 24.1±5.9 39.2±12.2 1,2x10—11
Reglonal obesity measure:
circumference, cm
Upper arm 33.2±4.7 34.2±3.6 32.5±5.2 0,03
Waist 94.9±14.7 99.9±10.5 91.4±16.2 0.0003
Hip 102.8±9.9 100.8±6.1 104.1±11.7 0.03
Waistlhip 0.92±0.10 0.99±0.07 0.87±0.09 8.6x105
Proximal thigh 58.8±7.1 57.9±5.4 59.5±8.1 NS
Middle thiqh 53.3±6.4 53.7±5.0 53.1±7.2 NS
Distal thigh 40.9±5.2 40.9±3.9 40.9±6.0 NS
Regional obesity measure: skintold, mm
Triceps 28.6±13.6 20.6±9.3 36.6±12.6 49X10-”
Biceps 18.2±11.1 12.1±6.7 24.2±11.3 2.1x10
Subscapular 27.6±11.7 25.1 ±8.9 30.1 ±13.6 0.03
Suprailiac 27.3±11.9 25.6±11.3 29.7±12.3 NS
Thigh 32.2±16.3 20.9±9.3 43.9±13.5 3.0x10’
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Table 1 Obesity-related phenotypes in individuals selected for sib-pair analysis
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Figure 1: Pedigrees ranked by their average BMI. The horizontal unes indicate selection

















Figure 2: Gender-pooled quantitative sib-païr analysïs: an effect of the TNF-Œ gene
locus on global and regional obesity measures. Results obtained with a CA-dinucleotide
repeat polymorphism are show: negative t values (providing evidence for linkage) are
shown as black bars, and the lengths of the bars are proportionate to the values. In cases of




Haplotype* Frequency Frequency StatisUcs tif P
Obesity
1.1.6 9 11.427 1.6267 1 NS
1.2.2 17 14,300 2.6986 1 NS
1.2.10 16 12.217 4.5722 1 0.03
1.2.11 6 10.056 3.7000 1 NS
Global test 12.553 3 0.006
Obesily-associated
hypertension
1.1.6 9 9.461 0.0811 1 NS
1.2.2 12 11.089 0.6204 1 NS
1.2.10 12 9.327 3.0990 1 NS
1.2.11 5 8.1229 2.8464 1 NS





Table 2 : Association analysis (TRANSMIT): effect of the TNF-Œ gene Iocus on obesity
and obesity-associated hypertension. *Marker alleles within haplotypes are ordered as
follows: 1, NcoI polymorphism located within the promoter region of the TNF-Œ gene; 2,
NcoI polymorphism located 3 kb upstream of the gene; and 3, CA-dinucleotide
polymorphism located 6 kb upstream of the gene. Obesity is defined as body masse
index of 27 kg!m2 and 35 kglm2, and obesity-associated hypertension is defined as
















Figure 3 Gender-separate quantitative Iinkage analysïs: an effect of the TNF-Œ gene
locus on global and regional obesity measures. Resuits obtained with a CA-dinucleotide
repeat polymorphism are shown. They are presented as follows: negative T-values
(providing evidence for linkage) are shown as black bars, and the lengths of the bars are
proportionate to the values. hi case of statistically significant resuits, probability values are
also shown as number above the bars. Positive t values or t values equal to zero (providing
evidence against linkage) are indicated by a X sign.
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Résumé de l’article 2
L’obésité représente un facteur de risque très important dans le développement de
l’hypertension et des maladies cardiovasculaires en général. Les résultats de notre étude
génétique, chez des familles hypertendues d’origines canadiennes-françaises, suggèrent que
le locus du gène de TNF-a soit relié à l’obésité et à l’obésité associée à l’hypertension. Les
études de liaison quantitative par paire de germains démontrent un effet significatif du
locus du gène sur 3 mesures globales et 7 mesures locales d’obésité (p 0,05 à 0,0004).
Les mêmes analyses génétiques quantitatives, effectuées séparément pour les hommes et les
femmes, démontrent clairement, que l’impact du locus de TNF-a sur l’obésité est plus
significatif dans la région abdominale chez les hommes et fémorale chez les femmes. De
plus, des études d’associations par haplotype démontrent une association significative entre
le locus du gène de TNF-o l’obésité (p= 0,006) ainsi que l’obésité associée à
l’hypertension (p= 0,02). Cet effet d’association est plus significatif chez les individus
souffrant d’obésité modéré. En conclusion, les résultats des études de liaisons et
d’associations effectuées sur des familles hypertendues d’origines canadiennes-françaises,
suggèrent que le locus du gène de TNF-Œ contribue au développement de l’obésité et de
l’obésité associées à l’hypertension.
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Chapitre 4 : Étude génétique du gène candidat de la
leptine
Article #3: Contribution of the leptin gene locus to the development of obesity in
hypertensive French-Canadian families.
Benoit Deslauriers, Giuliano Antoniol, Ettore Merlo, Zdenka Pausova, Francis Gossard,
Daniel Gaudet, Johanne Tremblay, Pave! Hamet.
L’article sera soumis en janvier 2004.
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Abstract
Human obesity is a complex, multifactorial disorder with both genetic and
environmental determinants. Obesity represents a serious risk factor for the development
of cardiovascular diseases, including hypertension. Segregation studies suggest that
obesity and hypertension may share some genetic determinants. The resuits of the present
candidate gene investigation suggest that in hypertensive pedigrees of French-Canadian
origin, the leptin gene locus is one such determinant. Quantitative sib-pairs analysis
demonstrate a significant effect of the leptin gene locus on ail the global measure of
obesity. The most significant resuits were observed for the body mass index (BMI) (T -
2,18, p 0,01) and the total body fat (TBf) measured by bioimpedance (T -1,98, p 0,02).
When we observed the distribution of body fat by regionai obesity measures, the leptin
gene locus had an impact on ail the circumferences of the upper and central part of the
body. The most significant resuit was the hip circumference (T= -2,28, p 0,01), the waist
circumference (T= -2,01, p= 0,02) and less significant the upper arm circumference (T= -
1,73, p= 0,04). Among the skinfold measures, the oniy significant result is the skinfold of
the biceps with a T= -1,98 and p= 0,02. We also demonstrated an effect ofthe leptin gene
locus on blood pressure (diastolic blood pressure p=O,005 T=-2,72, systolic blood pressure
p=O,O2, T=-2,12). To confine this obesity-related effect of the locus doser to the leptin
gene, we run an association-based analysis. We observed significant resuits of association
of the leptin genotype with total body fat measured by bioimpedance (10.3, 2 df,
p=O.005) and the waist circumferences (2=10.9, 2 df, p=O.004.) confirming that the leptin
gene locus is associated with a higher percentage of body fat and fat accumulation in the
abdominal region. The resuits of the present study suggest that, in hypertensive families of
French-Canadian origin, the leptin gene locus lias a significant impact on both the degree
and the distribution of obesity. furthennore, the resuits suggest that the locus is involved
in the pathogenesis of upper and central body obesity, which is an important risk factor for
the development of cardiovascular diseases. We can now consider that the leptin gene
148
locus might be a player in the development of obesity and hypertension in famïlies of
French-Canadian origin.
Introduction
Human obesity is a complex, multifactorial disorder with both genetic and
environmental determinants. Environmental risk factors, related to sedentary lifestyle and
unlimited access to food, apply constant pressure in subjects with a genetic make-up
predisposing to gaining weight Moreover, our bodies are better adapted to combat
weight loss than to combat weight gain, since for thousands of years our species evolved in
• 2 •circumstances where nutnents were in short supply . Obesity is a big problem in the
western population; over 30% ofthe US population is at least 20% above ideal weight and
is commonly associated with medical problems, such as hyperlipidemia, hypertension, and
type II diabetes . It has been estimated in the Framingham Heart Study that for each 4.5 kg
of weight gain, there is an accompanying increase of 4 mm Hg in systolic blood pressure in
both men and women . Obesity has a high cost to the society. Direct cost of obesity is
more than 6% of the American health budget. Weight reduction in large subset of patients
resuits in substantial improvement in the associated medical problems. Because of its
growing prevalence and associated rnorbidity, obesity could become the most common
health problem ofthe 2lst century 2
The response of each individual to diet and other environmental factors varies
considerabÏy depending on the characteristics of his/her body weight control mechanisms.
C
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Evidence for genetic control ofbody weight and composition in man has corne ftorn several
sources: adoption studies, twin studies, and family studies. One of the rnost cornpelling
observations is that there is a significantly stronger correlation between the body weights of
twin adoptee and their biological parents in comparison to their adoptive parents, in spite of
a shared domestic environment in the latter case 6
Several candidate genes have been implicated in the pathogenesis of obesity. The
leptin gene is one of them. This gene, encoding the hormone leptin, is expressed mainly by
the adipose tissues. Its product is a soluble protein of 16 kDa (167 amino acids) that is
considered to be an important regulator of food intake and energy expenditure ‘. Leptin
exerts its appetite-suppressive function through its receptor in the hypothalamus 8-12 Direct
proof that the leptin is involved in controlling satiety was provided by the obese ob/ob
mouse mode!, where it is undetectable in plasma because of a nonsense mutation at codon
105 13 Homozygotes rapidly gain body weight and are recognized as ear!y as 4 weeks afier
birth 14 They are hyperphagic, hyperglycemic, hypoactive, and have elevated plasma
insulin levels 15 Daily recombinant leptin protein de!ivery was shown to induce weight
reduction, suppress appetite, and decrease blood insulin and glucose levels in these mice 13,
16-19 This mutation in the mouse is the cause of obesity, which can be reversed by the
administration of recombinant leptin 20, ‘• Several studies have been done to demonstrate
the implication of the leptin in the contro! of blood pressure in rodents. Despite body
weight nearly twice as high as their lean control, the leptin-deficient ob/ob mice had lower
arterial pressure. Aizawa-Abe et al. 21 subsequently reported that administration of leptin to
ob/ob mice (so-called leptin reconstitution) increased systolic blood pressure by as mucli as
25 minHg despite a decrease in food intake and body weight.
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The human oh gene is stwcturally similar to the mouse gene 19, 18 and human leptin
is 84% homologous to mouse leptin 22-24 Although the human ob gene is most highly
expressed in adipose tissues, it lias also been detected in the heart and placenta 25-26 The
amount of ob gene mRNA in adipocytes from obese individuals is greater than that in
adipocytes from lean subjects 27 and there is a significant positive correlation with both
percent body fat and body mass index (BMI) 23, 27-29 However, studies in humans have
found that peripheral blood leptin concentration is higher in obese than in lean individuals
and that women have higher levels than men 30, 9, 31 lias been reported that weight lost
reduces serum leptin levels in human 32
Many other genes are implicated in this complex, multifactorial disorder that is
obesity. More than 100 genes can be implicated in obesity We have shown in
hypertensive pedigrees of french-Canadian origin that the locus of another candidate geneC for obesity, the TNF-a gene, has a significant effect on the degree and distribution of the
adiposity. In that study, the resuits of linkage and association analysis suggest that in
hypertensive pedigree, the locus of TNF-a gene contributes to the determination of obesity
and obesity-associated hypertension and the gender modifies the effect of the locus on the
regional distribution of body fat ‘. The role of the TNF-Œ gene locus in obesity and
obesity-associated hypertension was further supported by our rat studies
The present study investigates the implication and the effect of the leptin gene locus




One hundred and five pedigrees of French descent were selected from a relatively
geographically isolated population of the Chicoutimi/Lac $t-Jean region in the Canadian
province of Quebec . The pedigrees were ascertained through “hypertension-affected”
sib-pairs. “Affected” status was defined by the presence of (1) early-onset essential
hypertension (onset at the age of 55 years) and (2) dyslipidemia (total cholesterol of 5.2
mmol/L, HDL cholesterol of 0.9 mmol/L, or both). In addition, affected status was
characterized by the absence of (1) secondary hypertension, (2) diastolic blood pressure of
>110 mm Hg while on blood pressure-lowering medication, (3) gross obesity (BMI of> 35
kg!m2), (4) diabetes mellitus (fasting blood glucose of> 6 mmol/L or the use of insulin or
oral hypoglycernic agents), (5) renal dysfunction (serum creatinin of> 120 mmol!L), (6)
liver disease, (7) malignancy, (8) pregnancy, and (9) substance abuse, including alcohol.
Furthermore to ensure genetic homogeneity, only sib pairs with both parents of Catholic
french-Canadian origin were selected. Once an affected sib pair was identified other
family members, including siblings, parents, chiidren, aunts and uncles were also included.
This collection included a total of 512 individuals. The study was approved by the local
ethics committee, and the subjects gave their informed consent.
In these individuals, 3 global and 11 regional measures of obesity were collected
through standardized procedures. The global measures included BMI, total body fat (TBF)
derived from skinfold measurements and T3F determined with bioimpedance (RJL
Systems, Inc. Clinton Twp., MI). The regional measures included 6 trunk and extremity
circumferences and 5 skinfold measurements. Blood pressure was measured with an
automated device (Accutraker, SunTech Medical Instruments, Inc., Raleigh, NC).
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lie leptin gene locus was investigated with the use of a tetranucleotide repeat
polymorphism that is located in the 3’ UTR of the gene (index of heterozygosity of 0,89 38
with 14 different alleles in our sample). A set of primers was synthesized to amplify the
tetranucleotide repeats by the polymerase chain reaction (PCR). Primer sequences were:
HOBf, 5’-AGT TCA AAT AGA GGT CCA AAT CA (forward primer) and HOBR, 5’-
TTC TGA GGT TGT GTC ACT GGC A (reverse primer). One of the primers was radio
labeled prior of the PCR. The PCR reactions included 100 ng genomic DNA template, 0,2
tmol/L of each primer, 2,0 mmol/L Mg2, 0,8 mmol/L each dNTP, 1 ,5U Taq-polymerase
(Perkin Elmer, Branchburg, N.J., USA) and reaction buffer in a total volume of 10 jiL. The
PCR reactions were performed for 35 cycles of 30 seconds at 94°C, 30 sec at 54°C and 1
min at 72°C, with an initial denaturation of 3 min at 94°C and a final extension of 10 min at
72°C. PCR products were run in sample buffer (95% formamide, 10 mmol/L EDTA,
0,05% bromophenol blue, 0,05% xylene cyanol) and deposited on 5% polyacrylamide gel
in denaturing condition (TBE-Urea).
Quantitative sib-pair linkage analysis was conducted with use of the SifiPAL
program (version 2.8, S.A.G.E. package department of Epidemiology and Biostatistics,
Case Western Reserve University). This nonparametric Jinkage analysis is based on
regression of the squared trait difference on the proportion of marker alieles shared between
2 siblings. One-tailed Student’s t test is used to test the significance of the regression.
Before linkage analysis, ail variables were adjusted for significant covariates, such as age,
gender and height, by means of linear regression. The allele frequencies of DNA markers
were estimated in the total sample of individuals (n=5 12). To control for possible bias, we
used the more conservative unweighted option for sib-pair analysis. Given the fact that a
candidate gene approach was used here, we chose P<0.05 as our initial criterion for linkage.
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The power to detect linkage with quantitative sib-pair analysis is concentrated in
sib-pair either concordant or discordant for high or low values of the trait, or both .
Therefore, oniy individuals with either “low” (<22 Kg/m2) or “high” (>27 Kg/m2) BMI
were selected for quantitative sib-pair analysis. BMI values of 22 and 27 Kg!m2 were
chosen because it lias been demonstrated that individuais with BMI< 22 Kg!m2 rarely have
metabolic conditions, such as insulin resistance, and that Canadian aduits with BMI> 27
Kg/m2 have nearly twice the prevalence of hypertension as those with BMI < 27 Kg/m2 40•
Association analysis was performed with the use of the TRANSMIT program
(version 2.3; D. Clayton, MRC Biostatistics Unit). This program tests for associations
between a genetic marker and disease by examining the transmission of multipoint
haplotypes from parents to affected offspring. The X2 statistic is used to compare
multipoint haplotype frequencies observed in affected offspring with those expected under
Mendelian transmission. The TRANSMIT program can aiso be used when parental
genotypes are unknown; in this case, data from unaffected siblings are used.
Resuits
Quantitative sib-pairs analysis (SIBPAL) demonstrated a significant effect of the
leptin gene locus on ail the global measure of obesity (figure 2). The most significant
results was observed for the BMI (T= -2,18, p= 0,01) and the total body fat (TBf)
measured by bioimpedance (T= -1,98, p= 0,02). Less significant data were obtained for
TBF measure by skinfolds (T= -1,65, p= 0,049). When we observed the distribution of
body fat by regional obesity measures, the leptin gene locus had an impact on ail the
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circumferences of the upper and central body parts (figure 3). The most significant resuits
were the hp circumference (T= -2,28, p= 0,01), the waist circumference (T= -2,01, p
0,02) and less significant the upper arm circumference (T= -1,73, p= 0,04). Among the
skinfold measures, the only significant result is the skinfold ofthe biceps with a T= -1,98
and p= 0,02 (figure 4).
We also demonstrated an effect of the leptin gene locus on blood pressure (diastolic
blood pressure p=O,005 T=-2,71 77, systolic blood pressure p=O,02, T-2,1230). b
confine this obesity-related effect of the locus doser to the leptin gene, we run an
association-based analysis (TRANSMIT). This kind of analysis tends to demonstrate that
certain marker genotype observed in affected offspring differed significantly from those
expected under Mendelian transmission. We carried out an association analysis on three
different phenotypes: BMI, total body fat measured by bioimpedance, and the waist
circumference. For the association with the BMI, we gave the status of affected to the
individuals who have a BMI higher than 27 Kg/m2 (21$ affected individuals). The analysis
of association of the leptin locus with the BMI showed no significant resuit, suggesting that
the leptin gene locus is not associated with the BMI. With body fat measured by
bioimpedance, we gave the affected status to individuals that have total body fat higher
than 25% (206 affected individuals). We observed significant results of association of the
leptin genotype with total body fat measured by bioimpedance. The frequencies of allele 2
and 3 of the leptin polymorphism observed in the affected offspring differ significantly
from those expected under Mendelian transmission (2=10.3, 2 df, pO.005). Suggesting
that the leptin locus is involved in obesity by association with higher percentage of body
fat. We mn another association analysis to investigate if the leptin gene locus is associated
with fat accumulation in the abdominal area. For this, we used the waist circumference
which is well recognized as being a good measurement ofthe cardiovascular disease risk 41-
‘. The affected status for men is a waist circumference higher than 88 cm, and for women
that is higher than $0 cm. The results demonstrate a strong association of the waist
C
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circumferences in men and women with the leptin gene locus (X1O.9, 2 df p0.004)
confirming that the leptin gene locus is associated with fat accumulation in the abdominal
region.
Discussion
The resuits of the present linkage and association analysis suggest that, in
hypertensive pedigrees of French-Canadian origin, the leptin-gene locus is involved in the
pathogenesis of obesity and hypertension. Even if these resuits do flot provide direct
evidence for the involvement of the leptin gene, since we did flot look for mutation in the
gene or expression experiment, this gene represents the best candidate in this chromosomal
region.
The effect of the leptin gene locus on human obesity lias been reported previously in
several studies. The leptin gene lias been linked to severe obesity in some, but not ail,
family studies. Only two reports showing mutations in the human leptin gene revealed that
the loss of leptin function resuits in increased food intake and massive hyperphagia, as it
does in mice Chronic administration of leptin decreases food intake and causes weight
Ïoss in individuals carrying the mutation 46• However, these cases make it clear that
relevant defects in the leptin system are extremely rare in humans. In the majority of the
human studies on obesity, no mutation in the leptin-coding sequence has been identified
47,48
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Our resuits demonstrate that the leptin gene locus has a significant impact on the
degree of adiposity with a significant linkage of the total body fat measure by BMI,
bioimpedance and skinfoid, as weii on the distribution of adiposity with iinkage on upper
and central body measurement especially waist and hip circumferences. The moiecular
basis for this linkage is unknown but could relate to difference in the amount of expression
of leptin mRNA. We also demonstrate a strong association of the waist circumferences in
men and women with the leptin gene iocus (=1O.9, 2 df, p=O.004) confirming that the
leptin gene locus is associated with fat accumulation in the abdominal region.
The waist circumference has been recognized as a good measure of abdominal fat,
and particularly, the more metabolically active intra-abdominal fat The abdominal
visceral adipose tissue deposition is associated with an increase of the portai free fatty acid
concentration, which leads to plasma disturbance as hyperinsulinemia 41,42• Intra
abdominal adipose tissue is flot only more metabolically active, but also contains large
insulin-resistant adipocytes while subcutaneous adipose tissues are associated with small
insulin-sensitive adipocytes. Leptin mRNA levels are about twice as high in subcutaneous
cornpared with omental adipose tissue, and this difference was consistently found in both
lean and obese subjects. Because the leptin expression is regulated in part by insulin, now
we can more understand the differences of expression of the leptin mRNA in the intra
abdominal region. Ibis can be an explanation for the strong linkage specific in the region
of the waist and the hip for the leptin gene locus in our study, that might be attributed to a
change in the expression ofthe leptin gene in this region.
Obesity is now considered as an important and independent risk factor for
cardiovascular morbidity and mortality, especially when it is of the viscerai type ‘.
Excessive accumulation of adipose tissue is associated with profound alterations in the
cardiovascular system, including increases in bÏood volume, heart rate, cardiac output,
C
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cardiac mass, and systemic blood pressure Although the pathophysiology of obesity
associated hypertension has been extensively studied for two decades, the molecular basis
of the relationship between increased body fat mass and higher blood pressure remains
poorly understood.
A recent study suggested that flot only the degree but also the distribution of
accumulated body fat is an important risk factor for the development of hypertension 52•
has long been recognized that the prevalence of hypertension is higher in individuals with
upper-body obesity than in individuals with lower-obesity In this work, because we
have shown that the leptin gene locus was significantly link with the degree of adiposity
and also with upper and central body obesity in the french Canadian population, we
support the fact that the leptin gene is one of the players in the pathophysiology of obesity
associated hypertension.
C
Leptin produces both depressor and pressor actions, the chronic effects of leptin
appear to be predominately pressor. Several studies have been done to demonstrate the
implication of the leptin in the control of blood pressure in rodents. Arterial pressure in
obese, leptin-deficient ob/ob mice and their wild-type, Jean control have been evaluated 56•
Despite body weight nearly twice as high as their Jean controls, the leptin-deficient ob/ob
mice had Jower arterial pressure. Aizawa-Abe et al. subsequently reported that
administration of leptin to ob/ob mice (so-called leptin reconstitution) increased systolic
blood pressure by as much as 25 mmHg despite a decrease in food intake and body weight.
These studies demonstrate that Jeptin contributes physiologically to the regulation of
arterial pressure.
Furthermore, our study demonstrates a significant linkage between Jeptin gene locus
and blood pressure (diastolic blood pressure p=O,005 1=-2,7177, systolic blood pressure
C
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p=O,O2, T-2,1230). There is evidence which indicates that the development ofobesity and
hypertension are genetically linked . The leptin gene might be the cause of hypertension
and obesity in this population via its action in the maintenance of blood pressure. Thus our
team demonstrated in the same Frencli-Canadian population, that siblings with or without
early onset hypertension originating from the same families, showed that hypertension
siblings were more obese than nonhypertensive sibling and that the body fat of
hypertensive siblings was more centrally distributed which is directly related with the
resuits ofthis linkage study ofthe leptin gene locus.
We have also shown in hypertensive pedigrees of french-Canadian origin that the
locus of another candidate gene for obesity, the TNF-Œ gene, has a significant effect on the
degree and distribution of the adiposity. In that study, the results of linkage and association
analysis suggest that in hypertensive pedigree, the locus of TNf-a gene contributes to the
determination of obesity and obesity-associated hypertension and the gender modifies the
effect of the locus on the regional distribution of body fat The role of the TNF-a gene
locus in obesity and obesity-associated hypertension was further supported by our rat
studies The aim of the rat study was to establish whether a segment of rat chromosome
20 (RNO2O), which also contains the TNF-alpha gene, determines diet-induced changes in
adiposity and blood pressure (BP). The results showed that a transfer of the RNO2O
segment from the normotensive Brown Norway (BN) rat onto the background of the
spontaneously hypertensive rat (SHR) is associated with a significantly greater increase in
adiposity, glucose intolerance, circulating leptin levels, and BP duriig 12-week, high-fat
diet feeding. In contrast, the transfer is flot associated with significant changes in these
variables during 12-week, normal-diet feeding These resuits shown that there is a link
between TNF-Œ and leptin, and that the leptin can be affected by the environment factor
like high fat diet.
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The concept of selective leptin resistance
It has been shown that plasma leptin concentration correlates with body fat contents
and is usually increased in obese subjects 27,58 This suggests that human obesity is
generally associated with an insensitivity to leptin.
These observations prompted the speculation that elevations in arterial pressure in
obese states associated with hyperleptinemia might resuit in part from sympathetic pressor
actions of leptin. But these speculations immediately raise a paradox. How can elevated
leptin contribute to elevation of arterial pressure if the obese people are resistant to the
effects of leptin?
To try to explain this phenomenon, we can look in several studies of the agouti
mice. The agouti yellow obese mice have a mutation in the agouti gene that leads to
ubiquitous over expression of agouti protein. The agouti protein blocks melanocortin-4
receptor in the hypothalamus and thus promotes obesity Agouti mice are resistant to the
satiety and weight-reducing actions of leptin 60 although they do not have any mutations in
the leptin receptor gene.
The agouti obese mice have higher arterial pressure than their lean littermates 56
These mice have cornpensatory hyperleptinemia 57,60, and a recent study indicates that the
elevated leptin contributes to the elevated arterial pressure
b explain this, the concept of selective leptin resistance was conceived.
Specifically, this hypothesized that in agouti mice the sympathoexcitatory actions of leptin
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are preserved despite resistance to the satiety and weight-reducing action of leptin. b test
this hypothesis, Correia et al. 61 compared effects of leptin on food intake, body weight, and
renal sympathetic nerve activity (SNA) in agouti obese versus wild-type lean controls.
Leptin-induced decreases in food intake and body weight was less in agouti obese mice
than the lean littermates, but leptin-induced increases in renal SNA did flot differ in obese
and lean mice. This indicates that in agouti mice the phenomenon of selective leptin
resistance reflects alterations in central neural pathways, presumably downstream from
hypothalamic leptin receptor because the leptin receptor is not mutated in agouti mice.
However, the molecular biologic mechanism for the phenomenon of selective leptin
resistance remains unknown.
Potential implications for human obesity and hypertension
Several years ago, Reaven 62 Landsberg 63 and others proposed the concept of
selective insulin resistance or Syndrome X to explain the association of insulin resistance,
hyperinsulinemia, dyslipidemia and hypertension. Patients with Syndrome X have
selective resistance to the metabolic effects of insulin on glucose uptake, with preservation
of the sympathoexcitatory action of insulin. It is speculated that the concept of selective
leptin resistance may have similar implications for understanding the pathophysiology of
hypertension in human obesity and may represent another component of the so-called
metabolic syndrome. Common human obesity is ofien associated with hypertension 64 and
increased sympathetic activity 65-67 including increases in renal sympathetic activity 67 If
leptin resistance is selective in human obesity, as in murine models, then the leptin could
contribute to elevate sympathetic activity and arterial pressure, despite partial resistance to
C
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its satiety and weight-reducing actions. This possibility is speculative ami wiIl require
comparison ofthe sympathetic and metabolic actions of leptin in obese and lean humans.
Conclusion
The resuits of the present study suggest that, in hypertensive families of French
Canadian origin, the leptin gene locus has a significant impact on both the degree and the
distribution of adiposity. Furthermore, the resuits suggest that the locus is involved in the
pathogenesis of upper-body obesity, which is an important risk factor for the development
ofcardiovascular diseases. It has long been recognized that the prevalence of hypertension
is higher on individuals with upper-body obesity than on individuals with lower-obesity.
Thus we have shown that the leptin gene locus was linked to the arterial blood pressure in
our population. We can now consider that the leptin gene locus might be a player in the
development of obesity-associated hypertension in families of french-Canadian origin.
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Obesity Measure j Ail LHYPertensivejJormotensive_[ Ail females Ail Males
Individuals 512 301 211 281 231
(105 Families)
BMI (kg/m2) 26,3±4,4 27,7±5,0 25,4±4,7 26,4±5,4 27,2±4,5
TBF skinfold (%) 31,9±8,9 33,5±9,8 29,9±8,7 36,4±10,0 26,4±8,3
TBF bioimp.(%) 29,6±1 1,0 31,4±1 1,0 26,3±10,6 34,6±11,0 23,2±7,6
Upper arm circum. (cm) 32,4±4,2 33,1±4,3 31,5±4,0 31,4±4,6 33,6±3,4
Waist circum. (cm) 90,3±14,3 92,8±14,5 85,9±13,6 84,5±14,4 96,3±11,7
Hip circum. (cm) 100,7±9,3 101,9±9,5 98,5±8,5 10 1,4±10,5 99,5±7,4
Proximal thigh circum. (cm) 58,2±6,4 58,5±6,1 58,0±6,8 58,8±6,8 57,6±5,9
Middle thigh circum. (cm) 52,7±5,8 53,0±5,7 53,3±5,8 52,5±6,0 53,0±5,4
Distal thigh circum. (cm) 40,1±4,4 40,7±4,5 39,7±4,1 40,3±4,8 40,3±3,8
Triceps skmfold(mm) 27,4±12,9 29,1±13,1 26,5±13,0 32,4±11,2 23,1±12,8
Biceps skinfolds (mm) 19,8±12,9 20,5±12,9 19,1±13,1 22,9±12,5 16,4±12,6
Subscapularskinfoids(mm) 25,3±11,4 27,0±11,3 23,5±11,7 26,5±12,6 24,3±10,3
Supraiiiac skrnfoids (mm) 24,3±11,6 26,0±11,4 22,8±13,1 25,7±12,1 23,4±12,5
Thigh skinfolds (mm) 33,5±16,0 34,3±16,3 32,5±15,5 41,6±12,7 25,0±14,7
Tablef: Obesity-related phenotypes in individuals selected for the sib-pair analysis.
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Figure 2: Quantitative linkage sib-pair analysis of the leptin gene locus on global obesity
measures. Resuits were obtained with the tetra nucleotide repeat polymorphism that is
located in the 3’ utr of the leptin gene. Negative t values (providing evidence for linkage)
are shown as black bars, and the lengths of the bars are proportionate to the values. In case







Figure 3: Quantitative linkage sib-pair analysis of the leptin gene locus on regional obesity
measures (circumferences). Resuits were obtained with the tetra nucleotide repeat
polymorphism that is Ïocated in the 3’ utr of the leptin gene. Negative t values (providing
evidence for linkage) are shown as black bars, and the Iengths of the bars are proportionate
to the values. In case of statistically significant resuits, probabiÏity values are also shown as










Figure 4: Quantitative linkage sib-pair analysis of the leptin gene locus on regional obesity
measures (skinfolds). Resuits were obtained with the tetra nucleotide repeat polymorphism
that is located in the 3’ utr of the leptin gene. Negative t values (providing evidence for
linkage) are shown as black bars, and the lengths ofthe bars are proportionate to the values.







Haplotype Haplotype x2Allele Frequency Frequency statistic df P
Affected status= EMI > 27 Kg/m2
(218 affected individuals)
2 15 14.1 0.35 1 0.3
3 4 5.4 3.3 1 0.03
8 7 6.4 0.18 1 0.3
Global x2 test 3.26 2 0.2
Affected status= body fat measure by bioimpedance >25°to
(206 affected individuals)
2 13 10 6.5 1 0.005
3 0 2.7 9.82 1 0.0008
8 3 3.2 0.08 1 0.3
Global x2 test 10.3 2 0005
Affected status= waist cïrcumference > 88 cm in men
and > $0 cm in women
(340 affected ïndividuals)
2 23 19.3 9.7 1 0.0009
3 8 9.9 5.8 1 0.007
8 5 6.7 2.6 1 0.05
Global x2 test 10.9 2 0.004
Table 2: Association analysis (TRANSMIT): effect ofthe leptin gene locus on obesity
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Résumé de l’article 3
L’obésité représente un facteur de risque très important dans le développement de
l’hypertension et des maladies cardiovasculaires en général. Les résultats de notre étude
génétique, dans des familles hypertendues d’origine canadienne-française, suggèrent que le
locus du gène de la leptine est relié à l’obésité et à l’hypertension. Les études de liaison
quantitative par pair de germains démontrent un effet significatif du locus du gène sur
toutes les mesures globales d’obésité (BMI, p=O,Ol; gras corporel total (TBF) par plis
cutanés, p=O,O5; TBF par bioimpédence, p=O,O2) ainsi que sur les mesures de pression
artérielle (pression diastolique, p=O,OO5; pression systolique, p=O,O2). Lorsque l’on
observe la distribution de la masse adipeuse, le locus du gène de la leptine est lié de façon
significative aux circonférences du centre et du haut du corps. Plus particulièrement pour
la circonférence de la taille (p=O,02) et des hanches (p=O,O1). De plus, nous observons des
résultats d’associations significatifs entre le génotype de la leptine et le TBF mesuré par
bioimpédence (=1O,3, 2df, p=O,OO5) ainsi que la circonférence de la taille (2=1O,9, 2df,
pO,OO4.). Ceci confirme que le locus du gène de la leptine est associé à un fort
pourcentage de gras corporel ainsi qu’à une accumulation de gras dans la région
abdominale. Les résultats de la présente étude démontrent que le locus du gène de la
leptine a un impact significatif sur le degré et la distribution de la masse adipeuse. De plus,
ils suggèrent que le locus est impliqué dans la pathogenèse de l’obésité du haut du corps qui
est un facteur important dans le développement des maladies cardiovasculaires. En
conclusion, les résultats des études de liaison et d’association effectuées sur des familles
hypertendues d’origine canadienne-française suggèrent que le locus du gène de la leptine
contribue au développement de l’obésité et de l’hypertension artérielle.
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Chapitre 5: Étude génétique du récepteur AT1 par




Comme il a été mentionné dans l’introduction de cette thèse, plusieurs études
génétiques ont tenté de démontrer l’implication du SRA, et plus particulièrement celui du
récepteur AI1 dans le développement de l’hypertension essentielle ainsi que dans les
maladies cardiovasculaires (Tableau 4). Beaucoup de ces résultats sont
contradictoires (138,139,140,144,145,146,147) Plusieurs études sont incapables de démontrer un lien
génétique entre le récepteur AI1 et l’hypertension artérielle (142,144,146)•
Souvent, les phénomènes pathophysiologiques sont indétectables au premier abord.
Dans certains cas, ils peuvent être mis en évidence seulement par une intervention
extérieure ou une stimulation environnementale. Plusieurs facteurs environnementaux,
comme le stress et la diète, ont été reconnus pour avoir un impact sur des maladies
complexes telles que l’hypertension artérielle (97,98) Un exemple simple de ce type de
phénomène est la détection de l’angine de poitrine. Au repos dans le bureau du médecin, il
n’y a aucun signe sur l’électrocardiogramme de base, qui laisse croire que le patient peut
souffrir d’angine de poitrine. Cependant, lors d’une stimulation extérieure telle que
l’exécution d’efforts sur un tapis roulant, la détection de la pathologie devient évidente.
Nous croyons que le même principe peut être appliqué à la détection de liaison
génétique de différents systèmes complexes. Dans les travaux qui suivent, le SRA sera
utilisé à titre d’exemple. Pour ce faire, la liaison génétique doit être placée dans un
contexte plus physiologique. Le phénotypage de la population doit être alors enrichi par
des effets de stimulations extérieures et environnementales. Or, l’approche utilisée a été
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d’effectuer le phénotypage dans le cadre d’un test de posture et d’un test de stress
mathématique. Ces stimulations extérieures sollicitent les différents systèmes participant
au maintien de la pression artérielle. Par exemple, dès qu’une personne se met en position
debout suite à un certain moment de repos, la pression artérielle au niveau de la tête et du
haut du corps tend immédiatement à chuter. Une baisse marquée de cette pression peut
conduire directement à la perte de conscience. Cependant, cette baisse de pression
provoque un réflexe au niveau des barorécepteurs. Ce réflexe causé par le changement de
posture se traduit par une forte réponse sympathique qui a pour effet de minimiser cette
diminution de pression artérielle au niveau de la tête et du haut du corps.
Une approche plus physiologique et temporelle est essentielle pour bien comprendre
et décortiquer l’implication de tels systèmes complexes dans des pathologies
multifactorielles comme l’hypertension artérielle. Avec ce paradigme, il a été possible de
mettre au point une nouvelle approche d’évaluation de liaison génétique «temporelle », que
nous avons nommée «liaison génétique dynamique ». Cette technique nous a procuré un
regard nouveau qui pourrait expliquer, en partie, la source de nombreux résultats
contradictoires dans les différentes études génétiques du SRA.
Objectif de l’étude
Le but de la présente étude est d’évaluer l’implication du gène du récepteur AT1
dans l’hypertension essentielle, l’hypertrophie cardiaque ainsi que la fonction cardiaque
dans des familles hypertendues d’origine canadienne-française.
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Méthodes
Sélection de la population
Les études génétiques du récepteur AI1 ont été effectuées auprès de la population
du SLSJ. Cette population est originaire d’un petit nombre d’ancêtres français qui ont
initialement migré dans la région de Charlevoix pour ensuite migrer vers la région du SL$J.
Le pooi génique observé aujourd’hui dans Charlevoix et au Saguenay proviendrait d’un
nombre relativement restreint d’ancêtres lointains. Ces circonstances en font aujourd’hui
un des plus importants isolats relatifs d’Amérique du Nord.
Critères d’inclusion et d’exclusion de l’étude
Cent dix-huit familles (896 individus) ont été sélectionnées dans la région de
Chicoutimi/SLSJ. Les familles recrutées ont obligatoirement une «paire de germains
affectés hypertendus >. Le statut affecté est défini par la présence de
1) une hypertension essentielle développée avant 55 ans;
2) dyslipidémie, définie par un cholestérol total 5,2 mmol/L et/ou un
cholestérol HDL O,9 mmol/L.
C183
Le patient qui bénéficie du statut affecté ne doit posséder aucun des critères d’exclusion de
l’étude qui sont:
1) Hypertension secondaire
2) Pression diastolique supérieure à 110 mm Hg pendant la prise de médication
antihypertenseur
3) Obésité définie par indice de masse corporelle (BMI) supérieure à 35 kg/m2
4) Diabète défini par un glucose sanguin à jeun supérieur à 6 mmolJL ou
l’utilisation d’insuline ou d’agent hypoglycémiant





10) Consommation de drogue illégale
De plus, pour assurer une certaine homogénéité génétique, seulement les paires de germains
dont les deux parents sont d’origine catholique canadienne-française ont été sélectionnées.
Lorsqu’une paire de germains obtenait le statut «affecté », les autres membres de la famille
tels que les frères, les soeurs, les parents, les oncles et les tantes ainsi que les enfants
pouvaient être également inclus dans l’étude. De cette population, soixante-quatre familles
(172 individus) ont été incluses dans la présente étude de liaison dynamique. Cette étude a
été approuvée par le comité d’éthique local et les patients ont signé le formulaire de
consentement.
o184
Phénotypage de la population
Les phénotypes utilisés pour réaliser cette étude sont la pression ambulatoire, des
paramètres échocardiographiques ainsi que des données d’impédance cardiaque. Les
pressions ambulatoires systoliques et diastoliques ont été mesurées à chaque 30 minutes
pendant le jour, et à chaque 60 minutes pendant la nuit, à l’aide d’un moniteur Accutracker
II (Sun Tech Medical Instruments). Le fondement de la prise de pression ambulatoire est
de pouvoir évaluer la pression artérielle d’un patient sur une période de 24 heures dans son
propre environnement. Différentes données échocardiographiques en deux dimensions ont
été recueillies à l’aide de l’appareil Sonos 2500 de Hewlett Packard pendant la diastole
cardiaque. À partir de ces données, différentes mesures phénotypiques ont été obtenues
telles que le diamètre interne du ventricule gauche (LVfD), l’épaisseur du septum
interventriculaire (IVST), l’épaisseur de la paroi postérieure (PWT) ainsi que la masse
ventriculaire gauche calculée de la façon suivante:
LVM 1.04{(TST+PWT+LVID)3]-14 g
L’index de la masse ventriculaire gauche (ILVM) est obtenu en normalisant la LVM par la
surface corporelle du patient.
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Phénotypage pour l’étude de liaison dynamique
L’approche de la liaison dynamique repose sur l’évolution de la progression des
liaisons génétiques dans le temps lors d’un événement physiologique. Les phénotypes de
paramètres cardiaques évalués par l’impédance cardiaque pendant le test de posture sont
appropriés pour ce genre d’étude. Les mesures d’impédance cardiaque ont été effectuées
sur les 172 individus à l’aide d’un appareil de type SORBA Medical system inc. Cette
méthode non invasive pennet de mesurer rapidement les modifications des fluides
thoraciques ainsi que des paramètres hémodynamiques lors d’un stimulus physiologique
comme le test de posture ou le stress mental. Plusieurs paramètres sont dérivés à partir des
mesures d’impédance cardiaque.
Les paramètres cardiaques sont recueillis automatiquement pendant le test de
posture qui consiste en 60 minutes en position couchée, 10 minutes en position debout et 30
minutes en position assise. Suite au test de posture, le préposé procède au test de stress
mathématique demandant au patient de résoudre des équations d’arithmétiques simples à
voix haute pendant un temps donné.
Pour les besoins de la liaison dynamique, 17 phénotypes d’impédance cardiaque,
dont chacun possède 45 lectures dans l’intervalle du protocole du test de posture et du
stress mathématique, ont été recueillis pour un total de 765 points temporels par patient. Ce
protocole a été effectué sur les 172 patients qui avaient été préalablement génotypés pour
les polymorphismes du récepteur AT1. Dans le but de produire les résultats d’analyse de
liaison dynamique, plus de 131 500 expériences (17 phénotypes x 45 lectures x 172
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patients) de liaisons génétiques devaient être effectuées. Afin d’exécuter ce nombre
impressionnant de liaisons génétiques, l’élaboration d’une collaboration avec le Dr Ettore
Merlo, chercheur et professeur agrégé au département de génie informatique de l’École
Polytechnique de Montréal, fut entreprise. Avec J’aide du Dr Guiliano Antoniol, professeur
associé au département de génie logiciel de l’Université de Sanio en Italie, il a été possible
de générer une base de données intégrée ainsi que d’automatiser complètement la chaîne de
production de résultats de liaisons génétiques déjà en place. Cette approche a permis de
produire plus de 70 graphiques de liaison dynamique. À notre connaissance, cette approche
d’analyse de liaison dynamique n’a jamais été utilisée. Ces résultats permettront
d’accélérer l’exécution d’études de liaisons génétiques obtenues lors de l’observation
d’évènements physiologiques temporels. Néanmoins, les résultats obtenus à partir de
l’index de contractilité cardiaque de Milwaukee et du rythme cardiaque sont décrits ici à
titre d’exemple.
Génotypage
Le gène du récepteur AT1 situé sur le chromosome 3 en position 3q21-25, a été
étudié à l’aide de trois polymorphismes différents. Le premier, T573C, est un
polymorphisme de type substitution d’un seul nucléotide (SNP). Ce polymorphisme est le
fruit de la substitution d’une thréonine (T) en position 573 par une cystéine (C). Il est
important de mentionner que ce polymorphisme est situé dans la région codante du gène
(figure 6), tout en ne modifiant aucunement la structure finale en acides aminés. Le
deuxième SNP est le Al 166C qui substitue l’adénine (A) par une cytosine (C) à la position
1166 dans la région 3’ non traduite du gène (figure 6). Depuis que Bonnardeaux et col!, ont
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démontré en 1994 que le polymorphisme A1166C avait une fréquence plus élevée chez les
individus hypertendus, (136) ce polymorphisme est devenu le plus utilisé pour la réalisation
des études génétiques impliquant le gène du récepteur AT1. Le dernier polymorphisme
utilisé dans notre étude est un VNTR de «CA » situé dans la région 3’ non codante du gène
(figure 6). Dans la population utilisée, 8 allèles différents ont été détectés.
VNTR
(8 allèles)
Figure 6 Représentation schématique du gène du récepteur AT1. Le gène du récepteur
AI1 est situé sur le bras long du chromosome 3 et fait plus de 55 kb (position 3q21-25). Le
gène est composé de 5 exons et 4 introns. La région codante du récepteur est localisée dans
le 5e exon alors que les 4 premiers codes pour la région 5’ non traduite du gène. Trois
polymorphismes ont été utilisés dans cette étude, soit les deux polymorphismes de type
SNP T573C et Al 166C ainsi qu’un microsatellite de type répétition de «CA» (VNTR) en
position 3’ du gène dont 8 allèles différents ont été détectés dans notre population. Fait à








Condition de détection des polymorphismes T573C et A1166C par PCR
La stratégie utilisée pour étudier ces polymorphismes a été l’amplification par PCR et la
visualisation sur gel de polyacrylamide. À partir de l’ADN génomique des patients de
notre population, nous avons utilisé 3 paires d’oligonucléotides qui nous permettent
d’amplifier les 3 polymorphismes. Les 3 produits de PCR génèrent des fragments
d’environ 300 pb chacun. Cinquante nanogrammes d’ADN génomique ont été utilisés pour
un volume réactionnel total de 25tl contenant 50 mmol/L KCL, 5 mmol/L Tris-HCI (pH
8,3), 0,01 % gélatine, 1,5 mmol MgC12, 50 tmol/L dNTPs, 10 pmol de chacun des
oligonucléotides (Tableau 5) et 0,5 Unité de Taq polymérase (Pharmacia). Pour la
détection des différents polymorphismes par la technique de SSCP, chacun des
oligonucléotides ont été marqués avec de l’ATP[y-P32].
Polymorphisme Séquence des oligonucléotides Enzyme Fragment
de généré
restriction (pb)
T573C S1-AATGCTTGTAGCCAAAGTCACCT Sau3A 204 et
Al -GGGGAATCCAGGAAAAGAAAAAG 140
A1166C S6-AGAAGCCTGCACCATGTTTTGAG Hind III 191 et
A6-CCTGTTGCTCCTCTAACGATTTA 219
Tableau 5 : Séquence des oligonuctéotides du récepteur AT1. Séquence des
oligonucléotides utilisés pour amplifier les deux polymorphismes du récepteur de l’Ail
détecté par la méthode de polymorphisme de conformation à simple brin (SSCP).
.
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Détection des polymorphismes par la technique SSCP
Les produits de PCR sont digérés pendant une nuit par l’ajout de 5 unités de l’enzyme de
restriction approprié. Ensuite, le produit de digestion est dilué par un facteur deux dans du
tampon d’échantillon qui contient 95 % de formamide, 10 mmol/L EDTA, 0,05 % de bleu
de bromophénol et 0,05 % de xylène cyanol. Après une dénaturation des échantillons
pendant 4 minutes à 94 °C, les échantillons sont placés immédiatement sur la glace. Quatre
d sont déposés sur un gel en condition non dénaturante de 5 % de polyacrylamide
(polyacrylamide :bisacrylamide dans un ratio de 49 :1) contenant 5 % de glycérol.
L’électrophorèse est migrée à la température de la pièce pendant 6 heures à une puissance
constante de 40 W. Les gels sont séchés et la révélation est effectuée par autoradiographie.
Génotypage du polymorphisme microsatellite de type répétition de « CA» (VNTR).
La détection du VNTR a été effectuée par une amplification d’un fragment de 120
pb qui contient la répétition de type «CA» dans la région 3’ du gène du récepteur AT1.
Les séquences des oligonucléotides utilisées pour la détection de ce polymorphisme sont:
5 ‘-AGGAGAAATGTTCCAAGGGACAA-3’ et 5 ‘-GTATTCCATGTGAAACAGCTCCA
3’. L’amplification par PCR a été effectuée avec 50 ng d’ADN génomique dans un volume
réactionnel de 25tl qui contient: 50 mmol/L de KC1, 5 mmolIL de Tris-HC1 (pH 8,3),
0,01 % de gélatine, 1,5 mmol/L de MgC12, 50 imol/L dNTPs, 10 pmol de chacun des
oligonucléotides, dont un est marqué avec de l’ATP[’y-P32] et 0,5 unité de taq polymérase.
Après une étape de dénaturation initiale de 4 minutes à 94 °C, 30 cycles de PCR sont
effectués, chacun des cycles de PCR consiste à 20 secondes à 94 oc et 30 secondes à
56 °C. À la fin des 30 cycles, une période d’élongation est ajoutée à 72 °c pendant 12
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minutes. 50 il de tampon d’échantillon (95% formamide, lOmmol/L EDTA, 0,05% bleu
de bromophénol et 0,05% xylène cyanol) est ajouté au produit de PCR et une dénaturation
thermique est conduite à 94 oc pendant 4 minutes. Par la suite, 5tl de l’échantillon est
chargé sur un gel de 6 % de polyacrylamide qui contient 7 mmoL d’urée (condition
dénaturante). L’électrophorèse est exécutée à 60 W pendant 4 heures et les gels sont séchés
et révélés par autoradiographie.
Méthode d’analyse de liaison
Des analyses de liaison quantitative non paramétrique par paire de germains ont été
effectuées à l’aide du logiciel $ffiPAL version 2.8 du regroupement de logiciels S.A.G.E
(Département d’épidémiologie et de Biostatistique, Case Western Reserve University). Le
principe de cette méthode d’analyse est basé sur la régression linéaire du pourcentage de
partage d’allèles entre deux germains et la différence quantitative du phénotype au carré.
Un test t unilatéral de Student est effectué pour vérifier si la régression est significative et la
valeur p associée est également communiquée par le logiciel. Préalablement aux analyses
de liaison génétique par SifiPAL, les variables ont été ajustées par une moyenne de
régression linéaire tracée en fonction de l’âge, du sexe et de la grandeur. La fréquence
allélique des différents marqueurs a été estimée sur la totalité des échantillons soit n172
individus. Le critère initial de liaison correspond à une valeur p<0,O5, puisqu’une approche
par gène candidat est utilisée dans cette étude. La puissance de détection de liaison dans les
analyses de paires de germains à paramètre quantitatif est concentrée autant dans les paires
de germains concordants que discordants (222) Ceci explique pourquoi les membres de la
même famille ont été inclus dans l’étude même s’il n’avait pas l’appellation affectée.
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Pour mieux comprendre le mécanisme de détection de liaison, voici un exemple
simple: si deux germains sont concordants pour le phénotype de la pression artérielle, leur
différence au cané pour le phénotype sera faible. Alors, un pourcentage de partage
allélique plus élevé entre les deux germains est attendu pour avoir liaison avec le
phénotype. Inversement, si un germain a une pression artérielle élevée (hypertension) et
l’autre a une pression artérielle normale (germains discordants), il y aura une plus grande
différence au cané dans le phénotype entre les deux germains. Alors, le pourcentage de
partage allélique devrait être beaucoup plus faible pour les polymorphismes causals
impliqués. Toutes les paires de germains de la population sont comparées de cette façon
par le logiciel SIBPAL. Par la suite, une régression linéaire est effectuée et les résultats des
analyses statistiques confirment si la régression est significative. Si effectivement la
régression est dite significative, ceci signifie que la majorité des paires de germains
étudiées suivent cette règle pour un polymorphisme donné. Alors, il est donc possible de
déclarer que le polymorphisme est lié de façon significative au phénotype étudié.
Résultats
Étude de liaison conventionnelle
Les études de liaison standard, par étude de paire de germains, démontrent des
liaisons significatives entre des polymorphismes du récepteur AT1, des paramètres
d’échocardiographie, ainsi que des pressions artérielles ambulatoires. Pour les phénotypes
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d’échocardiographie, on remarque que les liaisons significatives sont obtenues seulement
avec le polymorphisme de type SNP Ail 66C (Tableau 6). En effet, le marqueur Ail 66C
qui est situé dans la partie 3’ non codante du gène est lié de façon significative avec les
phénotypes LVMI et WST qui ont une valeur p de 0,03 et 0,006 respectivement. Aucune
liaison significative n’est obtenue entre le VNTR, le T573C et les différents phénotypes
d’échocardiographie (Tableau 4).
Analyse de liaison par paire de germains
(valeur-p)
échocardiographie
Phénotypes A1166C T573C VNTR
LVMI 0.03 0.6 0.1
IVST 0.006 0.4 0.06
PWT 0.8 0.6 0.7
Tableau 6 Résultats d’analyse de liaison génétique entre le récepteur AT1 et les
phénotypes d’échocardiographie. Les résultats de l’étude de liaison génétique
quantitative par paire de germains, effectuée à l’aide du logiciel SffiPAL, sont exprimés en
valeur p. Le critère initial de liaison est une valeur p<0,O5, puisqu’une approche par gènes
candidats a été utilisée. Les phénotypes étudiés sont l’index de la masse ventriculaire
gauche (LVMI), l’épaisseur du septum interventriculaire (IVST) et l’épaisseur de la paroi
postérieure (PWT).
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Pour les études de liaison de la pression artérielle ambulatoire, les deux marqueurs
bialléliques sont liés avec certains phénotypes de pression artérielle (Tableau 7). De façon
plus détaillée, le marqueur Al l66C est celui qui obtient les liaisons génétiques les plus
significatives pour ces phénotypes. Le polymorphisme Al 166C est plus fortement lié aux
phénotypes de pression ambulatoire de nuit comme la pression systolique de nuit (p
0,007) ainsi que la pression moyenne de nuit (p 0,005). Néanmoins, nous détectons une
liaison (p = 0,04) entre le marqueur A1166C et le phénotype de la pression systolique de
jour. Cependant, le polymorphisme T573C semble être lié de façon significative
uniquement à la pression diastolique de jour avec une valeur p = 0,04. Aucune liaison
significative n’est observée entre le VNTR et les phénotypes de pression ambulatoire.
Analyse de liaison par paire de germains
(valeur-p)
Pression artérielle ambulatoire
Phénotypes A1166C T573C VNTR
Jour SBP 0.04 0.5 0.2
DBP 0.3 0.04 0.3
MBP 0.09 0.6 0.5
Nuit SBP 0.007 0.5 0.1
DBP 0.08 0.4 0.08
MBP 0.005 0.4 0.06
Tableau 7 Analyse de liaison génétique quantitative par paire de germains pour les
polymorphïsmes du gène du récepteur AT1 et les phénotypes de pressïon artérielle
ambulatoire. Les résultats de l’étude de liaison effectués à l’aide du logiciel SifiPAL sont
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exprimés en valeur p. Le critère initial de liaison est une valeur p<O,O5 puisque nous
utilisons une approche par gènes candidats. Les phénotypes étudiés sont les pressions
systoliques de jour et de nuit (SBP), les pressions diastoliques de jour et de nuit (DBP) et la
moyenne de la pression artérielle de jour et de nuit (MBP).
Analyse de liaison dynamique du phénotype de l’index de Milwaukee
(MI) pour le récepteur AT1
La première analyse de liaison dynamique présentée dans cette thèse est celle du
polymorphisme Ail 66C du récepteur AT1 et du phénotype de MI qui est un index de
contractilité cardiaque (Figure 7). Le graphique de liaison dynamique est un graphique de
valeur p calculé à partir des liaisons génétiques en fonction du temps. Le graphique est
séparé en deux catégories : 1) le test de posture qui consiste à placer le patient en position
couchée pour 60 minutes, 10 minutes debout et 30 minutes assis et; 2) le test de stress
mathématique. Ce test consiste à demander au patient de résoudre, à voix haute, des
équations d’arithmétique simples dans un temps donné. Le priltctpe de notre approche de
liaison dynamique est que chacun des points sur te graphique correspond à une analyse
de tiaison quantitative non paramétrique par paires de germains qui a été effectuée à
l’aide du logiciel SIBPAL. Comme une approche par gène candidat a été utilisée, notre
seuil initial de liaison est une valeur p<O,05. Dans le but de faciliter la lecture du
graphique, une ligne symbolisant la valeur p<O,O5 a été placée sur les différents graphiques
de liaison dynamique. Tous les points qui se retrouvent en deçà de cette ligne sont liés de
façon significative. Les trois points (.) que l’on retrouve sur chacun des graphiques de
liaison dynamique correspondent, respectivement, à l’explication du test de stress
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mathématique au patient, au début du test et à la fin du test de mathématique. Grâce à ces
points sur le graphique, il nous est possible de voir l’impact du stress mental apporté par ce
test sur le système étudié.
À la figure 7, on remarque que le polymorphisme A1166C du récepteur AI1 est lié
de façon significative au paramètre de contractilité cardiaque de MI en position couchée.
Les six analyses de liaison obtiennent une valeur p qui se situe entre pzO,OOOl et 0,04.
Lorsque le patient passe en position debout, on remarque la disparition immédiate de toute
liaison génétique significative. À l’instant où le patient passe en position assise, on
remarque que 2 points sur 4 sont faiblement liés (p=O,O4 et pO,O1), ce qui peut laisser
sous-entendre une sorte de valeur intermédiaire entre la position couchée et la position
debout. Pour ce qui est des résultats obtenus lors du test de stress mathématique, on
observe qu’après l’explication du test de mathématique les deux lectures suivantes ne sont
pas liées de façons significatives, alors qu’à la fin du test on remarque un point qui est
faiblement lié (p= 0,01).
En résumé, on remarque que le polymorphisme du récepteur AT1 est lié à la
contractilité cardiaque lorsque le patient est en état de repos. Dans le but d’expliquer les
résultats obtenus lors du test de mathématique, il est présumé qu’à la fin du test le patient











Figure 7: Graphique d’étude de liaison dynamique du gène du récepteur AT1 pour le
polymorphisme A1166C et du phénotype d’impédance cardiaque de l’index de
Milwaukee (index de contractilité cardiaque). Le graphique de liaison dynamique est un
graphique de valeur p de liaison génétique en fonction du temps. Les analyses de liaison
sont effectuées pendant un test de posture qui consiste en 60 minutes en position couchée
suivie de 10 minutes en position debout, et de 30 minutes en position assise. Le test de
posture est suivi d’un test de stress mathématique qui consiste à demander au patient de
résoudre des équations d’arithmétiques simples à voix haute pendant un temps donné.
Chaque point du graphique correspond à une analyse de liaisons quantitatives par paires de
germains qui a été effectuée à l’aide du logiciel $JBPAL version 2.8 du regroupement de
logiciel S.A.G.E. La valeur p<O,O5 correspond à notre critère initial de liaison qui est
délimité par une ligne sur le graphique. Les 3 points (.) sur le graphique correspondent
respectivement à l’explication du test de mathématique au patient, le début du test et la fin
du test.
test de posture stress math
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Il est intéressant de comparer le graphique de liaison dynamique avec le graphique
de la valeur moyenne du phénotype de l’index de contractilité cardiaque (MI) (Figure 8).
Le but de ce graphique est d’observer l’évolution de la moyenne de la contractilité
cardiaque pour la cohorte de patients dans le temps. A priori il est remarqué qu’au repos,
les valeurs de contractilité cardiaque sont plus élevées. Lorsque les patients passent en
position debout, la moyenne de la valeur de MI chute immédiatement. Il est important de
souligner que la chute de contractilité dans la population (Figure 8, panneau A) est
synchrone dans le temps avec la disparition de valeurs significatives de liaison en position
debout (Figure 8, panneau B). Pour ce qui est des moyennes de MI et le test de stress
mathématique, on remarque une augmentation significative de l’index à la fin du test en
question. Comme il a été mentionné ci-dessus, on présume que ce changement
s’expliquerait par une relaxation momentanée provoquée par la fin du test de
mathématique.
Lorsque la valeur moyenne de contractilité cardiaque est élevée, les valeurs p de
liaison dynamique sont liées de façon significative. Tandis que, lorsque ces mêmes valeurs
chutent (au changement de posture couchée-debout), il n’y a plus aucune liaison
significative. Ceci suggère que le polymorphisme Al 166C du récepteur AT1 est lié












figure 8: Graphique comparatif entre la liaison dynamique du polymorphisme
A1166C du récepteur AT1 et de l’index de Milwaukee et la valeur moyenne de l’index
de Milwaukee (index de contractilité cardiaque) en fonction du temps. A) Graphique
de liaison dynamique de la figure 7. B) Graphique de valeur moyenne de l’index de
Milwaukee. Chacun des losanges correspond à une moyenne de l’index de contractilité
cardiaque de la cohorte de patients en un temps donné. Les 3 points (.) correspondent
respectivement à l’explication du test de mathématique au patient, le début du test et la fin
du test.
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Analyse de liaison dynamique du phénotype du rythme cardïaque pour le
récepteur AT1
Le deuxième phénotype présenté dans cette thèse comme exemple de résultat de
liaison dynamique est celui du rythme cardiaque. La figure 9 représente le graphique de
dynamique du récepteur AT1 pour le polymorphisme Al 166C. Pour le test de posture en
position couchée, on remarque qu’aucun point de liaison n’est significatif. Cependant,
lorsque le patient passe en position debout, on remarque l’apparition rapide d’une liaison
génétique dont la plus significative à une valeur p=O,OO6. Par la suite, en position assise, le
regroupement de points est un intermédiaire entre la position debout et couchée; c’est-à-dire
que la liaison génétique disparaît lentement au fur et à mesure que le patient atteint un état
de relaxation. En ce qui concerne le test de stress mathématique, on constate qu’aucun des
points du test n’est vraiment lié de façon significative. Les deux points qui correspondent à
l’exécution du test ainsi que la fin du test ne sont pas liés au phénotype du rythme
cardiaque.
En résumé pour ce qui est du phénotype du rythme cardiaque, le polymorphisme
Ail 66C du récepteur AT1 est lié de façon significative au test de posture, plus précisément
lorsque le patient est en position debout et de façon moins prononcée en position assise.
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Figure 9: Graphique d’étude de liaison dynamique du gène du récepteur AT1 pour le
polymorphisme A1166C et du phénotype du rythme cardiaque. Le graphique de
liaison dynamique est un graphique de valeur p de liaison génétique en fonction du temps.
Les analyses de liaison sont effectuées pendant le test de posture qui consiste en 60 minutes
en position couchée suivie de 10 minutes en position debout et de 30 minutes en position
assise. Le test de posture est suivi d’un test de stress mathématique qui consiste à
demander au patient de résoudre des équations d’arithmétique simples à voix haute pendant
un temps donné. Chaque point du graphique correspond à une analyse de liaisons
quantitatives par paires de germains qui a été effectuée à l’aide du logiciel SifiPAL version
2.8 du regroupement de logiciel S.A.G.E. La valeur p<O,O5 correspond à notre critère
initial de liaison qui est délimitée par une ligne sur le graphique. Les 3 points (.) sur le
graphique correspondent respectivement à l’explication du test de mathématique au patient,
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La figure 10 compare le graphique de liaison dynamique (panneau A) avec la valeur
moyenne du rythme cardiaque en fonction du temps dans la population (panneau B). Il est
important de remarquer que l’augmentation du rythme cardiaque causée par le changement
de posture des patients (le panneau 3) est liée de façon significative (panneau A) au
polymorphisme du récepteur AT1. Cependant, l’augmentation significative du rythme
cardiaque causée par le stress mental du test de mathématique ne semble pas être sous le
contrôle du récepteur de l’AIT, puisque l’augmentation du rythme cardiaque pendant le test
(deuxième et troisième points (.) sur le panneau B) n’est pas liée de façon significative sur
le panneau A du graphique de liaison dynamique.
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Figure 10: Graphique comparatif entre la liaison dynamique du polymorphisme
A1166C du récepteur AT1 et la valeur moyenne du rythme cardiaque en fonction du
temps. A) Graphique de liaison dynamique de la figure 9. B) Graphique de valeur
moyenne du rythme cardiaque. Chacun des losanges correspond à une moyenne du rythme
cardiaque de la cohorte de patients en un temps donné. Les 3 points (.) correspondent
respectivement à l’explication du test de mathématique au patient, le début du test et la fin
du test.
test de posture stress math































Les études de liaison standard par paires de germains démontrent que le locus du
gène du récepteur AT1 joue un rôle important dans le contrôle de la pression artérielle ainsi
que dans l’hypertrophie cardiaque.
On remarque que d’après les évaluations temporelles de liaison dynamique, il est
possible d’observer et de suivre la liaison génétique. L’apparition ou la disparition de
liaison génétique significative causée par un changement de posture ou un stress mental est
quasi immédiate. Cette particularité en fait une technique de choix pour évaluer et pour
décortiquer l’implication et le fonctionnement de systèmes complexes tels que le SRA. À
notre connaissance, il s’agit de la première étude de liaison dynamique.
D’autre part, cette technique permet de positionner le principe de liaison génétique
dans un contexte physiologique global. Nous croyons que cette approche permet
l’identification de liaisons génétiques qui serait normalement indécelables ou insoupçonnée
avec la technique de liaison traditionnelle. Généralement, les phénomènes pathologiques
sont indétectables au premier abord. Par contre, ils peuvent être mis en évidence par une
intervention extérieure ou une stimulation environnementale. Nous croyons que certaines
liaisons génétiques peuvent être détectées seulement lorsque que le système en question est
stimulé par des facteurs environnementaux.
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D’ailleurs, cette technique nous a révélé des résultats plutôt surprenants, qui
peuvent, en partie, expliquer la source de nombreuses divergences dans les différentes




Discussion de l’étude des sites de glycosylation du récepteur
AI1.
Le rôle et les propriétés pharmacologiques des sites de glycosylation ont été étudiés
pour plusieurs membres de la famille des GPCR
(223,224,225,226,227,228,229,230,231 ,232,233,234,235,236,237,238,239) La plupart des études de mutation des
sites de glycosylation par mutagenèse dirigée ou traitement chimique causent une réduction
de l’expression des récepteurs à la surface cellulaire. Cependant, cette suppression des sites
de glycosylation a très peu de conséquences sur les propriétés de liaison des récepteurs
ainsi que sur la transduction du signal vers les protéines G. Certains récepteurs font
exception le récepteur déglycosilé du calcium (235), «glucagon-like peptide receptor»
GLP-1 (239) «luteinizing hormone receptor» Lfr234 ainsi que le récepteur de
tyrotropine237’. Ces récepteurs subissent tous une réduction de leur expression à la surface
cellulaire ainsi qu’une perte d’affinité pour leur ligand, sans compter les problèmes de voie
de signalisation.
Comme la plupart des récepteurs à sept passages transmembranaires, le récepteur
ATia de rat possède plusieurs sites potentiels de glycosylation (71,67) Le premier site de
glycosylation est situé en N-terminal sur l’Asn4, alors que les deux autres sont situés sur la
seconde boucle extracellulaire en position Asn176 et Asn’88. Une étude préliminaire de
Yamano et col!. (75) rapporte que la monosubstitution de ces sites de glycosylation n’avait
aucun effet sur l’affinité du récepteur envers {I’25]-{Sar’-11e8]Ang II. Dans notre étude,
nous avons utilisé une approche de mutagenèse dirigée pour évaluer le rôle de chacun des
sites potentiels de glycosylation sur la fonction du récepteur, l’expression du récepteur à la
membrane plasmique, l’affinité du récepteur avec son ligand et finalement les propriétés de
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couplage du récepteur avec la phospholipase-C. Ce travail implique des techniques de
marquage par photoaffinité et de construction des récepteurs étiquetés mutants et sauvages,
dans le but de les détecter par immunobuvardage de type western ainsi que par
immunocytochimique.
Tous les mutants ont été générés à partir d’un récepteur portant un épitope de 10
acides aminés de l’oncogène c-Myc en position C-terminal du récepteur. L’Asn’76 et
l’Asn’88 ont été mutées en Gin, alors que Asn4 a été simplement supprimée par
l’enlèvement des quatre premiers acides aminés qui ont été remplacés par une séquence c
Myc additionnelle. L’introduction de ces épitopes, incluant I’épitope en N-terminal associé
à la suppression de l’Asn4, ne modifie en aucun cas la liaison de la [I’25j-[Sar’]Ang II ainsi
que le couplage avec la phospholipase C. Les résultats d’analyse de SDS/PAGE et
d’immunobuvardage de récepteurs photomarqués déglycosylés par réaction enzymatique,
démontrent clairement que les trois sites potentiels de glycosylation sont utilisés dans les
cellules COS-7.
Les résultats de notre étude sont en accord avec ceux de Yamano et colt. (75) qui a
démontré que la substitution individuelle des trois sites potentiels de glycosylation ne
modifie pas l’affinité de liaison des récepteurs. Yamano et colt. n’a pas investigué l’effet
de double ou triple mutation sur les propriétés pharmacologiques ainsi que sur les niveaux
d’expression des différents récepteurs. Une analyse exhaustive des propriétés des
récepteurs mutants qui ont un ou plusieurs sites de glycosylation manquants, nous permet
de tirer des conclusions sur les exigences requises pour l’obtention d’une expression
normale. Les glycosylations sont absolument nécessaires pour l’expression normale du
récepteur AT1 à la membrane plasmique, puisque le récepteur muté aux trois sites de
glycosylation n’est aucunement détectable par liaison avec son ligand ainsi que par
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immunocytochimie sur cellule intacte non perméabilisée. Nous démontrons également que
la présence de deux sites de glycosylation, peu importe leur localisation, procure des
résultats d’expression similaires à ceux du récepteur de type sauvage. Il est intéressant de
constater que la conservation de l’Asn176 assure, à elle seule, une expression optimale, ce
qui n’est pas le cas des deux autres sites de glycosylation (l’Asn4 et l’Asn’88). Cela
démontre clairement que le rôle des chaînes sacchariniques sur les différents sites potentiels
n’est pas équivalent. Ces résultats sont également confirmés par deux autres études
publiées quelques mois suivant la nôtre (240,241) Par contre, de tous les récepteurs mutants
exprimés à la surface membranaire des cellules COS-7, aucun d’entre eux ne démontre de
modification de leurs propriétés pharmacologiques (IÇ pour la liaison de [1125j-Sar1-AII et
la production d’JP par la $ar’-AII) comparativement au récepteur sauvage. Il est alors
suggéré que les récepteurs mutants se couplent de façon efficace avec la machinerie
intracellulaire. De plus, la baisse des taux de production d’inositol phosphate (W) est
expliquée simplement par la diminution du nombre de récepteurs exprimés à la surface
cellulaire.
Ces récepteurs étiquetés ont permis l’évaluation de la localisation cellulaire des
différents récepteurs. Les récepteurs étiquetés par l’oncogène c-Myc en N-terminal sont
parfaitement appropriés pour la détection spécifique des récepteurs par l’extérieur de la
cellule. D’autre part, les récepteurs confinés à l’intérieur de la cellule sont détectés au
moyen de cellules perméabilisées. L’étude confirme que les récepteurs mutants
indétectables à l’aide de la liaison du ligand sur des cellules intactes n’étaient tout
simplement pas exprimés à la surface de la membrane plasmique des cellules. Cependant,
sur des cellules perméabilisées, ces mêmes mutants étaient détectés par la technique
d’immunocytochimie. Nous en concluons donc que la biosynthèse des récepteurs n’était
pas affectée par la suppression des sites de glycosylation. De plus, la fluorescence causée
par l’expression des récepteurs est plus concentrée près du noyau cellulaire, ce qui suggère
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que les récepteurs mutants non transportés à la membrane s’accumulent au niveau du
réticulum endoplasmique de la cellule. Cette observation abonde dans le même sens des
études qui ont démontré que la suppression des sites de glycosylation sur le récepteur de la
prolactine, avait pour conséquence de séquestrer les récepteurs dans les organelles
périnucléaires, et ainsi prévenir les récepteurs d’atteindre la membrane plasmique (242)
Deux hypothèses sont suggérées afin d’expliquer le problème d’expression à la membrane
plasmique de certains mutants déglycosylés. La première sous-entend un problème de
dégradation. Il est connu que les sites de glycosylation ont un effet protecteur sur les
protéines glycosylées en circulation (243)• Il semble donc raisonnable de croire que ces sites
protègent les récepteurs AT1 d’une dégradation protéolytique à l’intérieur du réticulum
endoplasmique. La deuxième hypothèse est liée au repliement de la protéine qui empêche
celle-ci d’être transportée et incorporée à la membrane. En effet, plusieurs études dans la
littérature décrivent le rôle des sites de glycosylation sur la maturation et le repliement des
protéines. Le processus de repliement des protéines glycosylées, basé sur l’interaction de la
protéine avec des chaperons moléculaires, telles la lectine, la calnexine et le calreticulin, a
été décrit dans la littérature (244,245,246) Cependant, des mécanismes de repliement
dépendant et indépendant de la calnexine ont été décrits, par exemple, dans le processus de
maturation des protéines du récepteur du peptide-1 vasoactif intestinal (226) Or, les études
mettant en relation les sites de glycosylation et les chaperons moléculaires comme la lectine
présente dans le réticulum endoplasmique, doivent être étendues à d’autres membres de la
famille des GPCR.
Jusqu’à présent, le rôle général des sites de glycosylation pour cette famille de
récepteurs (GPCR) n’a pas été clarifié. Alors que les glycosylations sont nécessaires dans
le trafic vers la membrane plasmique pour le récepteur 32-adrénergique (223,224,225) le
récepteur du peptide vasoactif intestinal (226) ainsi que celui de la rhodopsine (227) il a été
également rapporté que les glycosylations n’étaient pas nécessaires à la maturation des
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récepteurs m2 muscariniques (229), récepteurs H2 histaminiques (247) ainsi que pour ceux de la
parathyroïde 230) Notre étude démontre que les sites de glycosylations semblent être
nécessaires dans la maturation et l’expression des récepteurs AT1. De plus, ces résultats ont
été confirmés par Lanctôt et cou., quelques mois après notre publication en 1999 240)• Le
rôle des glycosylations sur la maturation du récepteur AT1 peut également expliquer les
difficultés que notre groupe a rencontré lors de tentatives d’exprimer ce récepteur dans les
cellules Sf9 d’insectes (D. Solier, J. C. Bonnafous et J. Marie résultats non publiés) et
Escherichia cou (B. Bertin, J. Marie et D. Strosberg communication personnelle). C’est
que le système cellulaire d’E. cou n’a aucun processus de glycosylation, alors que celui des
cellules SF9 diffère grandement de celui de cellules de mammifères (248)
En conclusion, notre étude démontre que: le récepteur de rat ATia est glycosylé à
ces trois sites potentiels lorsqu’il est exprimé dans les cellules COS-7 et que les sites de
glycosylation ne jouent pas un rôle de grande importance dans la reconnaissance du ligand
ainsi que dans les propriétés fonctionnelles du récepteur AI1. Cependant, les sites de
glycosylation jouent un rôle protecteur contre la dégradation et semblent être impliqués
dans le transport du récepteur du réticulum endoplasmique vers la membrane plasmique
comme le démontrent les taux d’expression extrêmement bas du récepteur complètement
déglycosylé.
Le développement de systèmes de surexpression et de purification demeure un défi
de taille pour la plupart des laboratoires qui travaillent sur les relations structure-fonction
des GPCR. Dans cette optique, ce travail constitue un préalable pour des études futures de
structure puisqu’il a permis d’obtenir différentes constructions de récepteurs qui préservent
leurs propriétés de liaison et d’expression tout en offrant un processus de purification par
l’utilisation des anticorps anti c-Myc.
211
Étude génétique du récepteur AI1.
Les études de liaison standard par paires de germains à paramètre quantitatif,
démontrent des liaisons significatives entre des polymorphismes du récepteur AT1, des
paramètres d’échocardiographies ainsi que des pressions artérielles ambulatoires. Pour les
phénotypes d’échocardiographie, on remarque que les liaisons significatives sont obtenues
seulement avec le polymorphisme de type $NP Al 166C (tableau 6). Effectivement, le
marqueur A1166C, qui est situé dans la partie 3’ non codante du gène, est lié de façon
significative avec les phénotypes LVMI et WST qui ont une valeur p de 0,03 et 0,006
respectivement. Aucune liaison significative n’est obtenue pour le VNTR, le T573C et les
différents phénotypes d’échocardiographie. Il est maintenant bien reconnu que le SRÀ peut
induire une hypertrophie cardiaque. Les études de liaisons génétiques confirment cette
implication du système autant chez le rat que chez l’humain (249,250,30,251,143)
. Alors, les
résultats obtenus lors de notre étude confirment la liaison du récepteur AT1 avec
l’hypertrophie cardiaque dans une population d’origine canadienne-française.
En ce qui concerne les études de liaisons génétiques de la pression artérielle
ambulatoire, les deux marqueurs biallélique (All66C et T573C) sont liés avec certains
phénotypes de pression artérielle (tableau 7). De façon plus détaillée, le marqueur Al 166C
est celui qui obtient les liaisons génétiques les plus significatives pour ces phénotypes. Le
polymorphisme A1166C est plus fortement lié aux phénotypes de pression ambulatoire de
nuit telle que la pression systolique de nuit (p = 0,007) ainsi que la pression moyenne de
nuit (p = 0,005). Ces observations laissent croire que, dans notre population, la pression
artérielle semble être sous contrôle du SRA pendant la nuit lorsque le patient est au repos.
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Il est important de préciser qu’aucune liaison significative n’est détectée à l’aide du
marqueur Al 166C à l’égard des phénotypes de pression ambulatoire de jour. Ces résultats
prennent toute leur importance lorsqu’ils sont comparés aux analyses de liaison dynamique.
Le principe de liaison dynamique est une étude de liaison en fonction du temps qui
implique des stimuli extérieurs comme un test de posture et un stress mental. Lorsqu’on
observe les résultats obtenus par l’analyse de liaison dynamique du marqueur Al 166C et du
phénotype de la contractilité cardiaque (MI) (figure 7), on remarque immédiatement le
regroupement de liaisons significatives (p=O,000I-O,O4) dans la première portion du
graphique qui correspond au test de posture en position couchée. Cette séquence de
liaisons significatives disparaît dès que le sujet change de posture vers la position debout.
Cette disparition rapide laisse présager qu’un autre système de régulation pourrait entrer en
jeu à ce même moment, pour contrer la différence de contractilité cardiaque apportée par le
changement de posture (figure $ B). Les résultats d’analyses génétiques dynamiques
soutiennent ceux obtenus au tableau 7 par liaison conventionnelle sur les pressions
ambulatoires de nuit qui entérinent l’implication du SRA lorsque le patient est au repos.
Pour ce qui est des résultats obtenus pendant le stress mental, issu du test de mathématique,
il est difficile de tirer des conclusions sur ce groupe de liaison. Lorsqu’on analyse les
points de liaison comme un regroupement, la moyenne de ceux-ci en fait un résultat de
liaison non significatif. En décortiquant le test de mathématique, les deux points de liaison
qui suivent l’explication du test proprement dit, marquent le début du stress que procure cet
exercice mental au patient. Le principe avancé ci-dessus, explique pourquoi aucun des
deux points ne procure des résultats de liaison significative, puisque le SRA est impliqué
seulement lorsque le patient est dans un état de repos. Par contre à la fin du test, on note
l’apparition d’une liaison significative qui pourrait être expliquée par une relaxation subite
créée par la complétion du test. Cependant, cette explication n’est qu’une hypothèse. En
effet, les points de liaison dynamique qui suivent le test de mathématique démontrent une
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oscillation semblable à celle que l’on retrouve pendant le test. On s’attendrait à retrouver
un regroupement de points dont la moyenne laisserait présager des liaisons significatives.
Par conséquent, il nous est impossible d’apporter une explication logique à cette oscillation
qui suit le test de mathématique.
Le deuxième phénotype étudié à l’aide de la technique de liaison dynamique est le
rythme cardiaque. La figure 9 représente l’étude de liaison dynamique du récepteur AT1
pour le polymorphisme Al 166C. Les résultats obtenus lors de cette analyse sont
pratiquement à l’inverse de ceux observés pour l’index de Milwaukee; c’est-à-dire
qu’aucune liaison significative n’est observée lorsque les sujets sont au repos (test de
posture couchée). Par contre, lorsque le patient passe en position debout, il y a apparition
immédiate d’un regroupement de liaisons significatives envers le phénotype du rythme
cardiaque. Cette disparition immédiate est beaucoup trop rapide pour être attribuée
seulement au SRA. Grâce à la dynamique de liaison, il nous est donc possible de poser
comme hypothèse qu’un système en aval du SRÀ, par exemple le système adrénergique,
pourrait être responsable des effets observés.
Il est reconnu que le SRA n’est pas le système de contrôle de pression artérielle de
première ligue pour les modifications rapides de pression via une vasoconstriction.
Normalement, le SRA (par vasoconstriction) prend approximativement 10-15 minutes pour
avoir un effet significatif sur la variation de la pression (figure 3) (39) Cependant, le
système nerveux central offre un temps de réponse beaucoup plus court avec une intensité
beaucoup plus grande (figure 3) (39) La vasoconstriction effectuée par l’activation du SRA
est plutôt reconnue comme étant un système de contrôle à vitesse modérée. D’autre part, la
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libération par les surrénales des hormones épinéphrine et norépinéphrine par la voie du
SNC et périphérique est reconnue comme étant un système puissant et très rapide. Ces
deux hormones circulent et causent essentiellement le même effet en contrôlant la pression
artérielle par une stimulation sympathique directe. Ces hormones ont un effet ionotrope et
chronotrope et produisent également une vasoconstriction des vaisseaux sanguins (39)
Pour tenter de vérifier l’hypothèse que le système adrénergique pourrait être en
partie responsable de certains effets observés sur les résultats de liaison dynamique, nous
avons eu recours à des marqueurs déjà génotypés dans le cadre d’un scan total du génome
effectué sur notre population (252) Nous les avons analysés à l’aide des outils de liaison
dynamique. Les résultats préliminaires obtenus de cette expérience sont représentés à la
figure 11. Le marqueur utilisé est le c10s1230 localisé sur le chromosome 10 humain. Ce
marqueur a la particularité d’être situé à seulement $ cM du gène des récepteurs
adrénergiques 3-1 (ADRB1) et a-2 (ADRA2). Le ADRA2 est reconnu de façon globale
pour exercer les effets hypertenseurs du SNC soit par son activation ou par son inhibition
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Figure 11: Analyse dynamique du marqueur c10s1230 sur le chromosome 10 situé à $
cM du récepteur adrénergique 13-1 et Œ-2 pour le phénotype de la pression diastolique
Les résultats de cette expérience préliminaire démontrent l’implication du locus
dans le contrôle de la pression diastolique pendant le test de posture lorsque les patients
passent en position debout. Il est important de prendre note qu’aucune liaison significative
n’est observée lorsque les sujets sont en position couchée (au repos pour une période de 60
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changement de posture est immédiate. De ce fait, ceci confirme l’implication probable des
gènes candidats dans le contrôle de la pression artérielle observée sur le graphique de
dynamique (figure 11). Par contre, les résultats de liaison dynamique obtenus avec le SRA
et les récepteurs bêta et alpha adrénergiques ne sont pas sans relation. Il existe une relation
directe entre ces deux systèmes. Une des conséquences directes de l’activation du ADRBY
est l’augmentation de la sécrétion de rénine par le rein, qui à son tour, augmente la
production de l’Ail circulante (255)• De plus, l’Ail circulante facilite le largage de la
norépinéphrine présynaptique (33) Donc, l’Ail contribue au contrôle de la pression
artérielle via le SNC par l’interaction des deux systèmes.
En ce qui a trait aux études dynamiques du test de mathématique, les résultats de la
figure 9 et 11 semblent être plus concluants. Premièrement, il est possible de constater
l’impact du stress mental à la figure 10 (panneau B) sur le rythme cardiaque. Celui-ci
augmente de façon significative dès le début du test de mathématique. Pour ce qui est des
résultats de liaisons dynamiques, le stress mental causé par le test de mathématique semble
être lié autant au SRA qu’au marqueur cl 0s1230 (candidat des récepteurs du système
adrénergique). Il est également possible de noter que la liaison apparaît de façon un peu
plus tardive pour le SRA, alors que pour le système adrénergique, la liaison est immédiate
tout au long du test. Cependant, nous maintenons qu’il est difficile de tirer des conclusions
définitives dans ces régions du graphique de liaison dynamique, du fait de la présence
d’oscillations fréquentes des points.
Cette approche peut expliquer, du moins en partie, certains résultats discordants
obtenus dans les différentes études génétiques effectuées sur le récepteur AT (tableau 4).
Il est évident qu’il existe plusieurs facteurs qui peuvent contribuer à générer ces résultats
contradictoires tels le choix de la population, le type d’analyse génétique (liaison en
structure familiale vs association cas/témoin), l’historique familial des sujets recrutés etc.
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Cependant, les nouvelles observations apportées par l’étude de liaison dynamique ne sont
pas à négliger. Les résultats démontrent très clairement qu’un facteur aussi simple que la
posture du sujet au moment du phénotypage peut faire la différence entre un résultat de
liaison positif ou négatif (voir figures 7, 9 et 11). La question n’est plus de savoir si le gène
du récepteur de l’Ail est lié à des phénotypes intermédiaires de l’hypertension essentielle,
mais plutôt de savoir à quel moment et sous quelles conditions il est lié. Il est possible
d’imaginer deux équipes de recherche qui effectuent une analyse génétique du récepteur
AT1, où l’une prend les mesures phénotypiques au repos, alors que l’autre les prend en
position debout ou assise. En faisant référence aux résultats de liaison dynamique, les deux
groupes n’arriveront pas à la même conclusion. Une équipe détectera une liaison
significative et la deuxième trouvera probablement l’inverse puisque nous savons
maintenant que l’implication du SRA s’observe dans certains cas au repos alors que dans
d’autres, après un changement de posture.
Nous croyons qu’il est maintenant essentiel de positionner le principe de liaison
génétique dans un contexte de stimulation plus physiologique et temporel pour tenter de
mieux comprendre l’implication des différents gènes impliqués dans l’expression d’un
phénomène. À notre connaissance, il s’agit de la première démonstration de liaison
génétique dynamique. L’approche de liaison dynamique est une nouvelle méthode qui peut
être utile dans la recherche ultime d’une meilleure compréhension des différents
mécanismes impliqués dans des pathologies complexes comme l’hypertension essentielle.
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L’obésité est un problème majeur dans les sociétés industrialisées. L’utilisation de
la génétique moléculaire a grandement contribué à la compréhension de la pathogenèse de
maladies complexes telles l’obésité et l’hypertension. Depuis quelques années, plusieurs
gènes ont été identifiés et impliqués dans la régulation de la prise alimentaire ainsi que dans
Je contrôle de la dépense énergétique. Étonnamment, certains de ces gènes sont impliqués
autant dans la régulation de la balance énergétique que dans le contrôle de la pression
artérielle. Il est évident que l’étude de ces gènes est prioritaire à la poursuite d’une
meilleure compréhension de l’hypertension artérielle.
Implication du locus du gène de TNF-a dans l’obésité et l’obésité
associée à l’hypertension
Les résultats de l’étude de liaison et d’association du locus du gène de TNF-c
suggèrent que le locus du gène soit impliqué dans la pathogenèse de l’obésité et de l’obésité
associée à l’hypertension dans les familles hypertendues canadiennes-françaises. Les
résultats obtenus ne prouvent pas catégoriquement l’implication du gène de TNF-
puisqu’aucune expérience n’a été faite dans le but de démontrer qu’une mutation serait
directement responsable des effets observés dans notre population. Cependant, en
considérant les actions connues de ce gène, celui-ci représente le meilleur candidat dans
cette région chromosomique.
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L’implication du locus du gène de TNF-a dans le développement de l’obésité a déjà
été soulignée précédemment dans la littérature. Une relation significative entre le locus du
gène et différentes mesures globales d’adiposité a été rapportée dans différentes
populations telles que les Indiens Pimas ainsi que chez des européens de race blanche (256)
(257,258,259) Les études précédentes ont été effectuées sur des familles ou des groupes
d’individus non reliés qui souffraient soit d’obésité ou de diabète non insulinodépendant.
Peu d’études ont été menées sur des patients hypertendus. Cependant, l’implication du
gène de TNF-a dans les lignées de rats hypertendus a été étudiée par notre groupe ainsi que
par nos collaborateurs (216,h19,215) Par contre, les résultats de notre étude génétique portant
sur le gène de TNF-a et l’obésité complètent bien les observations rapportées dans la
littérature.
Auparavant, aucune étude n’avait démontré une implication quelconque du locus du
gène de TNF-a avec l’obésité associée à l’hypertension chez l’humain. Cependant, une
corrélation positive avait été observée dans une population canadienne isolée entre la
concentration de TNF-a dans le sérum, la pression systolique et l’obésité associée à la
résistance à l’insuline (260) 11 a été également démontré que TNF-a était impliqué dans le
développement de dysfonction endothéliale. Kahaleh et colt, ont rapporté que le gène de
TNF-Œ stimule la production de l’endothéline-l, un puissant vasoconstricteur, dans les
cellules de muscle lisse vasculaire (218) Plus tard, l’interaction du TNF-a avec
l’endothéline-l est confirmée par Winkler et colt. (217) qui démontrent une relation positive
significative entre les niveaux de TNF-a sériques et les taux d’endothéline-l chez des
patients souffrant d’obésité androïde. D’ailleurs, plusieurs études ont rapporté que la
synthèse et la sécrétion de TNF-a en réponse à la stimulation de liposacharide sont
augmentées chez les rats SHR comparativement aux rats témoins normotendus (261) Cet
effet était plus prononcé dans les cellules adipeuses et était également associé à une
augmentation de l’expression du gène de l’angiotensinogène (220) Ces observations
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confèrent un impact indirect au gène de TNF-a dans le maintien de la pression artérielle.
Cependant, le locus du gène de TNF-a a été proposé dans certaines études (262,263) mais non
dans d’autres (264,265), comme un élément qui participe au développement de la pathogenèse
de l’hypertension artérielle chez les SHR et les rats génétiquement hypertendus de
Nouvelle-Zélande.
Dans l’étude présentée dans cette thèse, l’effet du locus du gène de TNF-a sur
l’obésité et l’obésité associée à l’hypertension est plus significatif chez les individus obèses
ayant un BMI plus petit que 35 kglm2. De ce fait, l’obésité morbide serait causée ou sous
contrôle de facteurs géniques autres que le gène de TNF-c Cette dernière affirmation est
totalement en accord avec le rôle proposé du gène de TNF-a dans l’obésité.
L’augmentation de l’expression et de l’activité du gène de TNF-a causée par
l’accroissement de la masse adipeuse a pour effet, dans un sens, de contribuer au
développement de l’hypertension et dans l’autre, de limiter le développement de l’obésité
(197) Étant donné que le TNF-a stimule la lipolyse et diminue l’activité de la LPL, la
progression de la masse adipeuse en est grandement restreinte.
Il est bien connu que la distribution de la masse adipeuse diffère entre les hommes
et les femmes. Les hommes accumulent le gras dans la cavité abdominale alors que les
femmes sont prédisposées à accumuler le gras au niveau des régions fémorales et fessières.
La différence de la distribution de la masse adipeuse entre les deux sexes est observée
autant chez les non obèses que chez les obèses plus sévères. Il est non moins reconnu que
l’accumulation de masse adipeuse intra-abdominale, retrouvée généralement chez les
hommes, est associée aux complications métaboliques et cardiovasculaires reliées à
l’obésité. Cette association est observée également dans les formes modérées d’obésité de
type androïde (266,267,268) Par contre, la distribution de masse adipeuse de type gynoïde,
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observée chez les femmes, est moins associée aux complications reliées à l’obésité
(266,267,268) L’obésité gynoYde devient dangereuse seulement dans les cas d’obésité très
sévère. Les mécanismes responsables de cette différence dans la distribution de masse
adipeuse entre l’homme et la femme ne sont que très partiellement élucidés.
Les études de liaison génétique effectuées seulement sur les hommes et les femmes,
de façon séparés, indiquent clairement que le locus du gène de TNF-a influence la
distribution de la masse adipeuse. En effet, la liaison génétique du locus du gène de TNf-a
est plus significative chez les hommes au niveau de la région abdominale alors que chez la
femme, c’est plutôt la région fémorale qui est significative. Cette spécificité du gène de
TNF-a relié au sexe peut être le résultat d’une expression différentielle de celui-ci entre les
deux sexes, ou d’un ou plusieurs autres éléments impliqués dans la cascade d’événements.
Plus de 95 % du volume de la cellule adipeuse est constitué de triacylglycérols. La LPL est
une actrice de premier plan dans l’augmentation du volume des adipocytes puisqu’elle est
impliquée dans la formation des triacylglycérols. De plus, la LPL est présentement le seul
élément de la cascade de TNF-a qui est connue pour avoir un effet régional spécifique en
fonction du sexe (269) Amer et cou. (269) ont démontré que les taux d’ARNm ainsi que
l’activité même de la LPL étaient plus élevés dans la région abdominale que dans la région
fémorale chez l’homme et vice versa chez la femme. Cette différence d’expression et
d’activité pour la LPL entre l’homme et la femme permet de faire un lien évident avec les
résultats obtenus dans notre étude. Effectivement, nos résultats suggèrent que la LPL est
impliquée dans l’effet régional des liaisons génétiques du gène de TNF-c puisqu’il est
connu qu’une proportion significative de l’effet anti-adipogénique de TNF-a est catalysée
par l’inhibition de la LPL (270) L’hypothèse proposée est que la défaillance de l’effet anti
adipogénique de TNF-Œ qui est retrouvé chez les obèses pourrait avoir un impact direct sur
la levée de l’inhibition de la LPL. Ces événements auraient comme conséquence de
produire un accroissement de la masse adipeuse dans les régions où la LPL est
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surexprimée, se traduisant par une augmentation de la masse adipeuse au niveau abdominal
chez l’homme et au niveau fémoral chez la femme.
En conclusion, les résultats des études de liaison et d’association suggèrent que le
locus du gène de TNF-a contribue au développement de la pathogenèse de l’obésité et de
l’obésité associée à l’hypertension chez des familles hypertendues d’origine canadienne-
française. De plus, les résultats indiquent également que le locus influence grandement la
distribution de masse adipeuse de façon distincte entre les hommes et les femmes.
Implication du locus du gène de la leptine dans le développement
de l’obésité et de l’hypertension
Les résultats de liaison et d’association obtenus dans cette étude suggèrent que le
locus du gène de la leptine est impliqué dans la pathogenèse de l’obésité et de
l’hypertension. Cependant, ces résultats ne fournissent pas d’évidence directe sur
l’implication du gène de la leptine puisqu’aucune étude d’évaluation des niveaux
d’expression de l’ARNm ou de séquençage du gène de la leptine n’a été effectuée par notre
groupe pour tenter d’incriminer directement le gène de la leptine. Par contre, ce gène
représente le meilleur candidat possible dans cette région chromosomique.
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L’impact du locus du gène de la leptine sur l’obésité humaine a déjà été discuté dans
plusieurs études. Dans certaines études, le gène de la leptine a été lié à une obésité sévère.
Cependant, seulement deux études rapportent des mutations dans le gène de la leptine qui
inactivent ce dernier et provoquent une augmentation de la prise alimentaire ainsi qu’une
hyperphagie. Une injection chronique de leptine pour ces patients diminue la prise
alimentaire et engendre une perte de poids significative (271) Néanmoins, il est clair que ces
cas de déficience en leptine causés par une mutation inactivant le gène, sont extrêmement
rares chez l’humain. Dans la majorité des études génétiques sur l’obésité humaine, aucune
mutation dans la région codante du gène de ta leptine n’est identifiée (272273)
Les résultats de notre étude démontrent que le locus du gène de la leptine a un
impact significatif sur le degré d’adiposité ainsi que sur la distribution de celui-ci. Ces faits
sont appuyés par les liaisons significatives obtenues sur les mesures globales de l’obésité
ainsi que par des liaisons significatives des circonférences de la taille et des hanches. Les
fondements moléculaires de cette liaison ne sont pas connus, mais il est possible que cela
soit relié à certaines différences au niveau de l’expression de l’ARNm du gène de la leptine.
Notre étude démontre également une association significative entre le Iocus du gène de la
leptine et la circonférence de la taille (=lO.9, 2df p=O.004) qui suggère que ce dernier
soit associé à l’accumulation de masse adipeuse au niveau de la région de l’abdomen.
La mesure de la circonférence de la taille est reconnue comme étant une façon
convenable de mesurer le gras abdominal et plus particulièrement le gras intra-abdominal
(274,275) Le gras intra-abdominal, beaucoup plus actif du point de vue métabolique, est
associé au développement d’une dyslipidémie et d’une hyperinsulinémie: voilà pourquoi il
est reconnu comme étant un facteur de risque important des MCV. De plus, les tissus
adipeux viscéraux sont reconnus comme étant plus volumineux et insulinorésistants, alors
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que les tissus adipeux sous-cutanés sont de plus petite taille et sensibles à l’insuline.
Lorsque l’on compare les taux d’ARNm de la leptine entre les adipocytes sous-cutanés et
intra-abdominaux, ceux-ci sont deux fois plus élevés dans les adipocytes sous-cutanés (276)
Cette différence d’expression se retrouve autant chez les individus minces que chez les
obèses (1 17)• L’expression de la leptine est régulée en partie par l’insuline, ce qui permet
d’expliquer la différence des taux d’expression d’ARNm entre les adipocytes intra
abdominaux et sous-cutanés. Cette relation entre l’insuline et les taux d’expression de la
leptine peut être une explication aux liaisons significatives que l’on observe sur les
circonférences de la taille et des hanches. Comme la leptine est moins exprimée au niveau
abdominal, compte tenu de l’effet de la résistance à l’insuline sur ces adipocytes, la leptine
ne peut limiter la progression de l’accumulation de masse adipeuse au niveau viscéral.
L’obésité est maintenant considérée comme un facteur de risque important de
morbidité et de mortalité cardiovasculaire surtout lorsque celle-ci est de type viscéral (277)
Une accumulation excessive de tissu adipeux, dans cette région, est associée à une
altération profonde du système cardiovasculaire comme l’augmentation du volume sanguin,
du rythme cardiaque, du CO, de la masse cardiaque ainsi que de la pression sanguine
systémique (278,279) Bien que la pathophysiologie de l’obésité associée à l’hypertension soit
le sujet de nombreuses études depuis plus de deux décennies, les fondements moléculaires
de cette relation entre l’augmentation de la masse adipeuse et l’augmentation de la pression
artérielle demeurent peu connus.
Maintenant, non seulement le degré mais la distribution de cette accumulation de
masse adipeuse sont reconnus comiie étant des facteurs de risque importants dans le
développement de l’hypertension artérielle (280) Il est connu depuis longtemps que la
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prévalence de l’hypertension artérielle est plus élevée chez les individus qui souffrent
d’obésité viscérale (281,282,283)
Plusieurs études ont été menées dans le but de révéler l’implication de la leptine
dans le contrôle de la pression artérielle chez les rongeurs. La comparaison de la pression
artérielle entre les souris obèses (ob/ob) déficientes en leptine et les souris sauvages a été
évaluée (284) Malgré le fait que le poids corporel des souris ob/ob soit deux fois plus élevé
que celui des souris témoins (de type sauvage), les souris ob/ob ont une pression artérielle
moins élevée (284)• Il a été rapporté par le groupe de Aizawa-Abe et col!, que
l’administration de leptine aux souris ob/ob augmentait la pression systolique de 25 mmHg
en dépit de la diminution de la prise alimentaire et de la réduction du poids corporel de
celles-ci (285) Ces études confirment que la leptine contribue physiologiquement à la
régulation de la pression artérielle chez les rongeurs.
Dans notre étude génétique concernant le gène de la leptine, nous avons démontré
que le locus du gène était lié au degré d’adiposité ainsi qu’à l’accumulation de masse
adipeuse au niveau du haut du corps dans une population hypertendue d’origine
canadienne-française. Il est donc suggéré que la leptine pourrait être impliquée dans le
développement de la pathophysiologie de l’obésité associée à l’hypertension. De plus,
notre étude confirme que le locus du gène de la leptine est impliqué dans le développement
de l’obésité et de l’hypertension, puisqu’une liaison significative entre le locus de la leptine
et la pression diastolique (p=O,OO5 T=-2,7 177) et systolique (p=O,O2, T=-2,1230) est
observée dans notre population. D’ailleurs, suite à plusieurs évidences, notre groupe a
démontré que le développement de l’obésité et de l’hypertension pouvait être
génétiquement lié (283) Il est probable que le gène de la leptine soit en partie responsable
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du développement de l’hypertension ainsi que de l’obésité dans notre population du SLSJ,
puisque la leptine a un effet physiologique connu sur le contrôle de la pression artérielle.
Notre équipe a également démontré, dans cette population que les germains
hypertendus étaient plus obèses que les germains normotendus pour une même famille, et
que la masse adipeuse des germains hypertendus était majoritairement de type viscéral (283),
Le concept de résistance sélective à la leptine
Il a été décrit que la concentration de la leptine plasmatique corrélait avec le degré
d’adiposité des individus et était significativement plus élevée chez les sujets obèses
(177,117) Ces affirmations suggèrent que l’obésité humaine est généralement associée à une
insensibilité à la leptine.
Ces observations proposent que l’augmentation de la pression artérielle observée
chez les sujets obèses soit associée en partie à l’activité sympathique causée par une
hyperleptinémie. Cependant, ces spéculations soulèvent un paradoxe. Comment peut-on
supposer que l’augmentation de la pression artérielle chez les patients obèses soit causée
par une hyperleptinémie alors qu’ils sont résistants à l’effet de cette dernière? Pour tenter
d’expliquer ce phénomène, il faut se tourner vers les nombreuses études effectuées sur les
souris de type agouti. Les souris obèses agoutis possèdent une mutation dans le gène
agouti qui provoque l’expression ubiquitaire de la protéine du même nom. La protéine
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agouti bloque le récepteur de la mélanocortine au niveau de l’hypothalamus pour
promouvoir le développement de l’obésité 59) Les souris agoutis sont résistantes au
phénomène de satiété et à l’action antiadipogénique provoqués par la leptine (286), alors
qu’elles n’ont aucune mutation dans le gène de la leptine. De plus, elles ont une pression
artérielle plus élevée que les souris de type sauvage (284)• Ces souris ont une
hyperleptinémie compensatoire (285,286) et une étude récente a démontré que
l’hyperleptinémie contribue à l’élévation de la pression artérielle (285)• Dans le but
d’expliquer ces affirmations, le concept de résistance sélective à la leptine a été imaginé.
Ce concept a pour hypothèse que, chez les souris agoutis, l’action sympathique de la leptine
est préservée en dépit du phénomène de satiété et de son action antiadipogénique. Dans
l’objectif de vérifier cette hypothèse, Correia et cou. (287) ont comparé chez les souris
agoutis obèses versus les témoins de type sauvage, l’effet de la leptine sur la prise
alimentaire, le poids corporel ainsi que sur l’activité sympathique. Les résultats de cette
étude démontrent que, la diminution de la prise alimentaire ainsi que la diminution du poids
corporel induites par l’administration de leptine, étaient beaucoup plus faibles chez les
souris agoutis que chez les souris sauvages. Cependant, l’augmentation de l’activité
sympathique provoquée par l’administration de la leptine ne diffère pas de façon
significative entre les souris agoutis obèses et les souris de type sauvage. Cette observation
suggère que chez les souris agoutis obèses, le phénomène de résistance sélective à la leptine
reflète une altération du «pathway» neuronal central, vraisemblablement en aval du
récepteur hypothalamique de la leptine, puisque celui-ci n’est pas muté chez les souris
agoutis. Cependant, les mécanismes moléculaires responsables de cette résistance sélective
à la leptine demeurent inconnus.
Il y a de cela plusieurs années, quelques équipes de recherche dont celle de Reaven
(288) et Landsberg f289) ont proposé le concept de résistance sélective à l’insuline,
communément appelé syndrome X. Ce concept a été imaginé dans le but d’expliquer
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l’association de la résistance à l’insuline, l’hyperinsulinémie, la dyslipidémie et
l’hypertension. Les patients, qui souffrent du syndrome X, ont une résistance sélective à
l’effet métabolique de l’insuline sur la réabsorption du glucose, alors que l’action
d’excitation sympathique causée par l’insuline est préservée. Il est spéculé que le concept
de résistance sélective à la leptine puisse avoir une implication similaire dans la
compréhension de la pathophysiologie de l’hypertension chez des sujets obèses, et peut
représenter une autre composante du syndrome métabolique. L’obésité est souvent
associée à l’hypertension (290) de même qu’à une augmentation de l’activité sympathique
(291,292,293) Si la résistance à la leptine est sélective autant chez l’humain obèse que chez les
souris agoutis, alors la leptine pourrait contribuer à l’augmentation de l’activité
sympathique ainsi qu’à l’augmentation de la pression artérielle. Le tout en dépit de la
résistance partielle observée sur son action antiadipogénique ainsi que sur le mécanisme de
contrôle de la satiété. Cependant, cette possibilité est purement spéculative et elle nécessite
de nombreuses études comparatives (obèses vs minces) sur l’action sympathique et
métabolique de la leptine.
En résumé, les résultats de la présente étude démontrent que le locus du gène de la
leptine a un impact significatif sur le degré et sur la distribution de la masse adipeuse. De
plus, ils suggèrent que le locus est impliqué dans la pathogenèse de l’obésité abdominale
qui est un facteur de risque important dans le développement des maladies
cardiovasculaires. En conclusion, les résultats des études de liaison et d’association
effectuées sur des familles hypertendues d’origine canadienne-française démontrent que le
locus du gène de la leptine contribue au développement de l’obésité et de l’hypertension
artérielle.
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Les avantages évolutifs responsables des maladies modernes
L’importance de l’environnement dans le développement de l’hypertension
essentielle est largement reconnue. Mais pourquoi en est-il ainsi? La réponse à cette
question réside dans l’évolution de la société moderne. II a été prouvé que le génome
humain a subi d’infimes modifications depuis l’apparition de l’Homo sapiens, il y a de cela
plus de 35 000 ans (294) Par contre, la civilisation s’est transformée de façon radicale entre
l’époque préagriculture où il fallait chasser pour se nourrir jusqu’à notre société moderne.
Le mode de vie de l’homme à l’époque préagriculture était basé presqu’exclusivement sur
la recherche de nourriture pour survivre. Ce mode de vie active nécessitait une diète qui
était très riche en protéines et en potassium, et plutôt faible en gras et en sel. La
disponibilité irrégulière de la nourriture faisait en sorte qu’il fallait souvent résister
plusieurs jours sans manger. Les mécanismes métaboliques dictés par le génome humain
ont évolué dans le but d’accommoder ce type de besoins. Or, aujourd’hui, le mode de vie
de l’homme moderne est très différent que celui d’il y a 10 000 ans. Ce mode de vie
implique une baisse de l’activité physique et une augmentation de la consommation de
nourriture (plus grasse et plus salée). Il est probable que les mécanismes qui étaient
souvent nécessaires à la survie de l’espèce il y a plusieurs milliers d’années, soient
aujourd’hui responsables de plusieurs maladies chroniques modernes telles que
l’hypertension artérielle et l’obésité.
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Perspective sur la pliarmacogénétique et la bioinformatique
Les études génétiques sont nécessaires à l’avancement du traitement de
l’hypertension artérielle. Tel que mentionné dans l’introduction de cette thèse, un faible
pourcentage des gens hypertendus est contrôlé de façon efficace (16%). Certainement un
des plus grands bénéfices découlant d’études génétiques sur l’hypertension sera
l’avènement de la pharmacogénétique, soit l’identification des gènes qui prédisent la
réponse d’un individu à une médication antihypertensive donnée. De nombreux espoirs
sont fondés sur l’application de la pharmacogénétique pour obtenir un meilleur contrôle et
un meilleur traitement de l’hypertension artérielle. Présentement, la conception de la
plupart des agents antihypertenseurs est basée sur le ciblage d’une composante
physiologique spécifique impliquée dans la régulation de la pression artérielle. Cependant,
ces médicaments ont rencontré un succès mitigé lorsqu’ils sont administrés chez les
patients hypertendus. La plage d’efficacité des agents antihypertenseurs semble être
influencée par les différences génétiques que l’on retrouve dans les populations ainsi qu’au
niveau de l’individu même (295)• Par exemple, les sujets hypertendus de race blanche
démontrent une meilleure réponse que les sujets de race noire aux inhibiteurs d’ACE et aux
bêta bloqueurs, suggérant que le « background» génétique racial soit important dans
l’efficacité de ces médicaments (295,296) Les études de pharmacogénétique sont une
perspective d’avenir intéressante. Les résultats découlant de ce type d’étude qui participent
à la mise en place d’un traitement plus personnalisé, contribueraient de cette façon à
augmenter grandement le pourcentage de patients hypertendus contrôlés. Les études
génétiques de population auront une place de choix dans la mise au point de même que
dans la mise en marché des nouveaux agents pharmacologiques. Il est présentement
possible de réaliser des études génétiques pour cibler les effets secondaires de nouveaux
agents pharmacologiques ainsi que de cibler leur efficacité sur des populations.
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La bioinformatique est une nouvelle science qui associe l’informatique à la
recherche biomédicale. La bioinformatique est devenue un élément critique dans la
recherche en science de la vie. Elle impose le recours à l’ordinateur pour récupérer, traiter
et analyser des données biologiques principalement d’ordre génétique. Elle a pour mission
l’utilisation de la technologie de l’information dans le but d’augmenter la productivité de la
recherche biomédicale. Avec la venue des techniques de génomique à haut débit de
production, nous observons une accélération fulgurante de la production de données de
toutes sortes. Il est présentement estimé que le volume des bases de données génétiques
double tous les six à huit mois. Seulement au niveau de la gestion de données, la
bioinformatique est utilisée dans la découverte d’agents pharmacologiques, les diagnostics
cliniques, la pharmacogénomique ainsi que pour d’autres applications. Il existe trois
grandes catégories d’application bioinformatique qui participent à la progression fulgurante
des sciences de la vie : 1) le développement des outils informatiques qui supportent les
expérimentations en laboratoire; 2) l’intégration, le «design » et l’implantation de bases de
données à caractère génétique et biologique; 3) le développement de différents outils
analytiques qui permettent des analyses diverses telles que des structures 3D de différentes
protéines, des analyses de fonctions de protéines, la détection de similarité entre gènes, la
localisation chromosomique et bien d’autres. Ces analyses permettent une accélération
significative dans l’identification des cibles thérapeutiques, dans la validation et
l’optimisation des molécules thérapeutiques ainsi que dans les études de
pharmacogénomique.
L’application des études de pharmacogénomique ouvrira la porte à la médecine
moléculaire qui offrira un traitement individualisé et une prévention sur mesure des
complications cardiovasculaires. La médecine du 21 eme siècle sera une médecine
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moléculaire personnalisée guidée par la génétique, la pharmacogénomique, la biologie
moléculaire et propulsée par la fulgurante ascension de la bioinformatique.
oConclusion
En conclusion, nous avons démontré dans cette thèse que: (1) les sites de
glycosylation du récepteur AI1 ne sont pas tous équivalents, et qu’ils sont en partie
nécessaires à l’expression du récepteur; (2) le locus du gène du récepteur AI1 joue un rôle
important au sein de la population du SLSJ, dans le contrôle de la pression artérielle,
l’hypertrophie cardiaque ainsi que dans la contractilité myocardique; (3) les locus du gène
de la leptine et de TNF-a contribuent au développement de l’obésité et de l’hypertension
chez des familles hypertendues d’origine canadienne-française.
Maintenant avec la venue des nouvelles techniques génétiques de haut débit et de la
bioinformatique, la communauté scientifique a espoir dans les années à venir de pouvoir
résoudre et élucider la plupart des problèmes reliés aux composantes génétiques de
l’hypertension. Cependant, les facteurs environnementaux sont importants non seulement
pour leur influence sociale et épidémiologique, mais également comme contributeur majeur
à la modification de l’influence génétique. Il est important de garder en tête que
l’hypertension résulte de plusieurs interactions entre les facteurs génétiques et
environnementaux qui doivent être étudiés simultanément. La tâche des méthodes
génétiques modernes est de rapporter les locus génétiques avec précision et de bien en
définir les propriétés physiologiques. Donc, les connaissances physiologiques et
pathophysiologiques ainsi que les applications qui s’y greffent, sont d’une importance
particulière pour pouvoir comprendre et disséquer les maladies génétiques complexes telles
que l’hypertension artérielle.
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We report that mutation of specific residues in the human 132 bradykinin (BK)
receptor induces its marked constitutive activation, evaluated through inositol phosphate
production in COS-7 ceÏls expressing the wild-type or mutant receptors. We provide
evidence for a strikingly high constitutive activation of the B2 receptor induced by alanine
substitution of the Asn113 residue, located in the third transmembrane domain. These
resuits are reminiscent of our previous finding that mutation of the homologous Asn11’
residue induces constitutive activation of the AT1, angiotensin II receptor. BK
overstimulation of the constitutively activated mutant Ni 13A receptor was also observed.
Phe replacement of the Trp256 residue, fairly conserved in transmembrane domain VI of G
protein-coupled receptors, also induced a less prominent but significant constitutive acti
vation. Jnterestingly, the peptidic HOE 140 compound and an original nonpeptidic
compound LF 16 0335, which both behaved as inverse agonists of the wild-type receptor
expressed in COS-7 ceils, became potent and efficient agonists of the two constitutively
activated mutant Ni 13A and W256f receptors. These parallel changes observed for two
chemically unrelated series can serve as a basis for future studies of structure-function
relationships and modeling of activation processes, based on a detailed analysis of the
network of helix-helix inter-actions, which stabilize the inactive receptor conformation and
undergo rearrangements on transition to activated states.
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Introduction
Kinins are biologically active peptides derived from large precursors (kininogens)
through the action of serine proteases named kallikreins (Regoli and Barabe, 1980). They
produce a number of biological effects, including activation of sensory pain fibers, smooth
muscle contraction, endothelium-dependent vasodilatation, and plasma extravasation
(Regoli and Barabe, 1980; Proud and Kaplan, 1988; Dray and Perkins, 1993). Kinin
induced responses are mediated by the activation of B1 or B2 receptors, which belong to the
family of G protein-coupled receptors (GPCRs). Most of the physiological effects appear
to be mediated by the activation of B2 receptors that bind bradykinin (BK) and kallidin
(Lys-bradykinin) with high affinities, with the conesponding carboxyl-terminal des-Arg
metabolites being agonists ofthe Bj receptor.
A number ofmutagenesis or biochemical studies on the BK B2 receptor (Kyle et al.,
1994; Nardone and Hogan, 1994; AbdAlla et al., 1996; Jamagin et al., 1996; Leeb et al.,
1997; Fathy et al., 1998, and herein cited references) have been paralleïed by sustained
efforts to provide molecular models ofBK-receptor interactions (Kyle et al., 1994; Jamagin
et al., 1996; Leeb et al., 1997; fathy et al., 1998). The purpose ofthe present work was to
complete these studies with mechanistic considerations about the receptor conformational
changes that underlie the transitions from inactive to active receptor conformations. In this
respect, the widely documented phenomena of constitutive activation of GPCR induced by
appropriate point mutations (Cohen et al., 1992; Le&owitz et al., 1993; Noda et al., 1996;
Scheer et al., 1996; Groblewski et al., 1997) are useful to predict elements ofthe network of
intramolecular interactions that stabilize the inactive receptor conformation and undergo
rearrangements on activation. The finding of B2 receptor-activating mutations reported in
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the present work took benefit ofprevious data from our laboratory relative to the process of
activation of the type 1 angiotensin II (AI1) receptor and the identity in amino acid
sequences ofthe two receptors (about 30, a high value in the subfamily ofpeptide hormone
GPCR).
A preliminary modeling study of the AT1 receptor pointed out a spatial proximity
among the three residues Asp74 ttransmembrane (TM) II], Asn (TM III), and Tyr292 (TM
VII) (Joseph et al., 1995). According to this model, the inactive receptor conformation
would involve interaction between Asn’1’ and Tyr292, that is, hormone stimulation would
facilitate the disruption of this interaction and allow Tyr292 to interact with the conserved
Asp74, which was previously shown to be essential for receptor coupling to phospholipase
C (Bihoreau et al., 1993). Experimental support to this hypothesis was the finding that
Tyr292
— Phe mutation severely impaired inositol phosphate production induced by
angiotensin II (Mane et al., 1994) and that Asn — Ala mutation led to constitutive
activation ofthe receptor (Groblewski et al., 1997). More recently, we refined this model of
activation and proposed the involvement of an additional interaction of Asn’3’ with Trp253,
located in TM VI (T. Groblewski, J. Marie, and J. C. Boimafous, unpublished resuits).
Interestingly, these residues involved in the AI1, receptor activation are conserved
in the B2 receptor (i.e., Asp76, Asn1 13 Tyr29, and Trp26 for the human receptor; Hess et al.,
1992). Our goal was to check whether these residues might play a role in the B2 receptor
activation, as previously found by other authors for the conserved Asp residue in the rat
receptor (Quitterer et al., 1996). This comparative study provides a good opportunity to
tackle the problem of conservation of molecular events underlying the activation process.
The main finding of the present study was the striking constitutive activation of the B2
receptor induced by mutation ofAsn”3 in TM III. We also found constitutive activation of
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the B2 receptor mutated at its Trp256 residue in TM VI. Moreover, the constitutively
activated mutant (CAM) receptors displayed striking changes in their pharmacological
properties: they were overstimulated by peptidic and a nonpeptidic compounds that
behaved as inverse agonists ofthe wild-type (WT) receptor.
Materials and Methods
Reagents and Ligands
BK was purchased from Sigma Chemical (St. Louis, MO). myo-[2- 3H]inositol and
[3H]BK (specific radioactivity ranging around 100 Ci/mrnol) were purchased from New
England Nuclear (Boston, MA). HOE 140 was kindly supplied by Professor J. Martinez
(Centre National de la Recherche Scientifique, Montpellier, France). The nonpeptide
derivative Lf 16 0335 (l-[ [3 -[(2 ,4-dimethylquinolin-8-yl) oxyrnethyl]2,4-dichloro-
phenyl] sulfonyl] 2(S)-t t4-[4-(aminoiminornethyl)-phenylcarbonyl] ]piperazin-l
yl]carbonyljpyrrolidine) was designed by fournier Research Laboratories (Daix, France)
(Pruneau et al., 1998). COS-7 celis were from the European Celi Type Collection
(Salisbury UK).
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Site-Directed Mutagenesis and Receptor Expression
The WT receptor and ail mutated receptors were tagged through the addition of a
10-amino-acid epitope from the c-myc oncogene at the N termini of receptors truncated at
the Asn3 residue. The cDNA constructs included a Kozak sequence. The various mutations
were carried out as described previously (Marie et al., 1994; Groblewski et al., 1997). The
WT or mutant receptors were subcloned in the EcoRI and Xbal sites of the eukaryotic
expression vector pCMV poiylinker. Receptors were transiently expressed in COS-7 ceils
by using the electroporation transfection method: 10 ceils were resuspended in 300 tl of
electroporation buffer (50 mM K2HPO4, 20 mM KOH, 2OmM CH3COOK, and 27 mM
MgS04, pH 7.40) and incubated for 10 min at room temperature in an electroporation
cuvette (0.4-cm electrode gap; BioRad, Hercules, CA) with 20 tg of pCMV carrier and
different amounts ofpCMV containing cDNA receptor sequences (2.5-100 ng range). They
were submitted to an electric discharge (950 jF, 280 V, 50 ms) and then cultured for 2 days
at 37°C in Dulbecco’s modified Eagle’s medium, 4.5 g/liter glucose, 10 fetal caif serum,
100 U/ml penicillin, and 100 tg/m1 streptomycin before binding or inositol phosphate (P)
accumulation experiments.
Several amounts of pCMV-containing cDNA receptor sequences were
systematically used for transfection to compare the properties of receptors expressed at
similar levels in the same experiment, a condition required to accurately evaluate
constitutive activation phenomena.
Routine evaluation of binding site numbers was carried out using 5 nM [3H]BK in
the presence or absence of an excess ofunlabeled 3K (1 .tM).
283
Binding Assays
Plasma Membrane. Crude membranes from COS-7 celis transiently expressing the
WT or mutant B2 receptors were prepared as described previously (Marie et al., 1994).
[3H]BK-binding assays were perforrned as follows: the membranes were washed twice with
binding buffer [25 mM N-tris(hydroxymethyl)methyÏ-2-aminoethanesulfonic acid, 140
jig!ml bacitracin, 1 mg/ml bovine serum albumin, 1 mM o-phenanthroline, pH set to 6.8
with ammonia] and incubated for 10 min at 30°C in the presence or absence of 100 mM
NaCI with or without 100 jiM guanosine-5’-O-(3-thio)triphosphate (GTPyS) before binding
experiments carried out in the same medium. The membranes (15-20 jig/assay) were
incubated for 1.5 h at 25°C in binding buffer in the presence of [3H]BK using a 0.05- to 30-
nM range. Nonspecffic binding was evaluated in the presence of 1 0 M unlabeled BK.
Bound radioactivity was separated from free ligand by filtration through GF/C filters
presoaked in 0.1% polyethyleneimine.
Intact Ceils. [3H]BK binding to transfected COS-7 celis grown in 12-well tissue
culture clusters (about 2 X 10 cells/welÏ) was carried out at 4°C in Dulbecco’s phosphate
buffered saline supplemented with 140 tg/m1 bacitracin, 1 mg/ml bovine senim albumin, 1
mM O-phenanthroline, and i0 M captopril, pH 7.0, using a 3-h incubation time, under
gentie agitation. Bound radioactivity was evaluated after washing the ceils twice with cold
binding medium and collecting them in 500 pi of 0.1 N NaOH.
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I? Assays
COS-7 ceils expressing the WT or mutant receptors were grown in 6-well tissue
culture clusters and labeled for 24 li with myo-{2-3H]inositol (1.5 ml/well, 1 iCi/m1) in
medium 199 deprived of serum. Before stimulation, ceils were incubated at 37°C for 1 h in
W buffer [consisting of 116 mM NaCI, 4.7 mM KC1, 1.2 mM MgSO4, 2.5 mM CaCI2, 1.2
mM KH2PO4, 5 mM NaHCO3, 20 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid,
11 mM glucose, 140 p.g/ml bacitra-cin, and M captopril, pH 7.4]. After a 15-min
preincubation in medium containing 10 mM LiCT, cells were incubated in the presence or
absence ofligands for 15 min at 37°C in medium containing 10 mM LiCI. Pooled P5 were
extracted and measured as described previously (Paquet et al., 1990). The preincubation
step was omitted in the experiments designed to evaluate the properties ofHOE 140 and LF
16 0335.
Resuits and Discussion
To assess the expression of the WT or mutated 32 receptors and to facilitate their
purification, a c-myc epitope (10 amino acids) was fused with receptors truncated at the
Asn3 glycosylation site. This modification had no significant influence on the
pharmacological properties of the receptors, as assessed by unchanged Kd values relative to
[3H]BK binding in comparative studies carried out on intact COS cells (0.82 + 0.35 nM and
0.64 ± 0.28 nM for the WT and tagged receptors, respectively; mean of three experiments)
and unchanged EC50 values for BK-induced IP production (0.42 ± 0.25 nM and 0.51± 0.27
nM for WT and tagged receptors, respectively). The suppression ofthe potential
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glycosylation site located near the N terminus, already applied to the AT1 (J. Marie,
unpublished resuits), might favor tag recognition by a specific antibody. In ail described
experimental data, “WT receptor” refers to the tagged receptor.
Role of Asn76 and Tyr295 in B2 Receptor Activation
Properties of the D76N Mutant B2 Receptor. The conserved Asp76 residue of the
human B2 receptor, which is located in TM II and essential for signal transduction in many
GPCR, including the AT1 receptor (Bihoreau et al., 1993), was mutated into Asn, as in a
previous study of the rat B2 receptor (Quitterer et al., 1996). The binding affinity of [3H]BK
to intact transfected COS-7 ceils (Table 1) was un-changed in the mutated receptor ( =
0.83 ± 0.30 nM) compared with the WT receptor (Kd = 0.54 + 0.17 nM). The abiÏity ofBK
to stimulate IP production in celis expressing the rnutated D76N receptor was significantly
reduced (Figs. 1 and 2). Nevertheless, the residual PLC coupling activity (55%) was
surprisingly high if one considers the role generally found for the charged Asp residue. In
particular, when carried out in the AT1 receptor, the Asp — Asn mutation led to either
complete (Bihoreau et al., 1993) or almost complete (unpublished resutts of our laboratory)
suppression of phospholipase C (PLC) coupling activity. The dose-response curves relative
to BK stimulation (Fig. 2) revealed that Asp
— Mn replacement does flot rnodify the EC50
value. This partial reduction in PLC coupling is in agreement with recent results relative to
the D78N rat B2 receptor (Quitterer et al., 1996). However, at variance with this latter work,
we could flot find any significant constitutive activation of the D76N mutant human
receptor (Fig. 2). It cannot be excluded that species differences in receptor sequences are
responsible for these discrepancies. Mutation of Asp76 to Ala further decreased the maximal
BK stimulation of IP production (residual activity, 31%) and slightly increased the EC50
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value (Fig. 2). Nevertheless, the D76A mutant receptor was flot constitutively activated,
thus confirming that hydrogen bonding involving a residue at position 76 probably is flot
essentiai for the stabilization ofthe inactive receptor conformation.
Role of Na Ions. The following considerations lcd us to perform a preliminary
analysis of the role of Na ions on BK recognition by the WT or rnutated human B2
receptors and receptor coupling to PLC: 1) the weII documented ability of these ions to
modulate the GTP effect on receptor-G protein interactions, which usually requires the
negative charge of the conserved aspartate in TM II (Kong et al., 1993; Ceresa and
Limbird, 1994); 2) the recent work (Quitterer et al., 1996) reporting constitutive activation
ofthe rat B2 receptor when Na concentration was decreased and proposing that the sodium
sait of Asp78 corresponds to a very low affinity state for BK, whereas the high-affinity state
corresponds to the ftee aspartate; and 3) our previous finding that the affinity of angiotensin
II for the CAM Ni liA AT1 receptor was insensitive to Na ion-plus-GTPy$ treatment
(Grobiewski et al., 1997), as a resuit ofprofoundly modified coupling properties.
Membranes from COS-7 ceils expressing the WT receptor displayed high-affinity
binding sites (K, = 0.47 nM, Bmax = 0.49 pmol/mg; Table 1) and much lower affinity
binding sites (kd value in the range of 15-20 nM, estimated through decomposition of
curvilinear Scatchard plots). Their treatment with 100 mM NaCI lowered the affinity of
these high affinity sites by about one order of magnitude (k 2.2 nM, Bniax 0.39
pmollmg). Interestingly, membranes from ceils expressing the Ni 13A receptor possessed
only high-affinity sites for BK, which were not affected by Na iOflS (kd = 0.21 flM, Bmax =
1.1 pmol/rng in the absence ofNa; Kd = 0.28 nM, Bmax = 1.0 prnol/mg in the presence of
Na) (Table 1). The presence of GTyS during NaCI treatment did flot cause significant
additional perturbation of BK recognition by both WT and N113A receptors. The analysis
of the D76N mutant receptor (Table 1) revealed that [3H]BK binding to membranes from
COS-7 cells expressing the D76N receptor displayed a single cÏass of binding sites in the
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absence ofNa ions (IÇ = 0.51 nM Bmax 1.0 pmol/mg). Na ion treatrnent significantly
decreased the affinity ofthese sites (Kd = 2.5 fliVi, Bmax 0.81 pmol/mg) as observed for the
WT receptor.
Taken together, these resuits indicate that Na ions are sornehow involved in
receptor coupling, but their effects are complex and do flot strictly depend On the integrity
of Asp76. Thus our findings on the human receptor are flot in agreement with previous
resuits showing that Na ions exert drastic effects on the rat WT receptor by modulating the
proportions of high and very low affinity 3K binding sites through Asp78 sodium sait
formation (Quitterer et al., 1996).
Properties of the Y295F Mutant B2 Receptor. Because the mutation of Tyr292 in
the AT1 receptor drastically reduced receptor coupling to PLC (Marie et al., 1994), we
checked whether the homologous Tyr295, located in TM VII of the human 32 receptor,
could be involved in its activation process. The Tyr -» Phe mutation had no incidence on
the receptor affinity for BK (Table 1). Moreover, the receptor coupling to PLC was flot
significantly affected, as assessed by the unchanged ability of 3K to stimulate W
production in COS-7 ceils (Fig. 1). This finding constitutes a striking difference between
the B2 and AT1 receptors (Groblewski et al., unpublished resuits), indicating that some
events associated to their activation processes are flot conserved.
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Constitutive Activation of the B2 Receptor Induced by Asn113 and
Trp256 Mutation
Constitutive Activation of the Ni 13A B2 Receptor.
The Asn’13 residue of the human B2 receptor, located in its third TM, was replaced
by alanine. The WT and Ni 13A mutant receptors were expressed at various levels in COS
7 : celis and their coupling to PLC, measured as LP accumulation. The N113A receptor
displayed an exceptionally high constitutive activation (up to 40-fold increase in basal
activity compared with the WT receptor). figure 3 shows the basal and BK-stirnulated
responses of the WT and mutant receptors as a function of their expression levels. The
basal activity of the Ni 1 3A receptor was higher than the maximal BK-stimulated activity
of the WT receptor. The mutant receptor could be further activated by —1.5-fold by
saturating doses of 3K (Figs. 3 and 4), with a slight increase in the EC50 value relative to
BK stimulation (0.86 nM versus 0.19 nM for WT, in the typical experirnent reported in fig.
4). The affinities of WT and N113A mutant receptors for [3H]BK, as evaluated in intact
celis, were quite similar (K = 0.54 ± 0.17 and 0.67 + 0.22 nM, respectively; Table i).
Strong constitutive activation of the Ni 13A receptor transiently expressed in human
embryonic kidney 293 cells was also found (data not shown).
Constitutive Activation of the W256F and tV256Q B2 Receptors.
Trp256 (TM VI) is conserved in rnany GPCR, including the AT1 receptor. Thus
Trp256 was mutated to phenylalanine or glutarnine to preserve the aromatic character of
tryptophane or its ability to participate in hydrogen bonding. These mutations did not affect
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the binding ofBK (Table 1). A 3- to 4-fold (up to 10-fold in some experiments)
enhancement of basal, W production was reproducibly found for the W256F and W256Q
mutants compared with the WT receptor expressed at similar expression levels in COS-7
ceils, within the same experiment (fig. 1). The W response to 3K was aiso increased for
the mutated receptors (fig. 1) without significant changes in the EC50 values (0.52 ± 0.18
and 0.41 ± 0.15 nM for the W256F and W256Q receptors, respectively, compared with
0.54 ± 0.17 nM for the WT receptor)
The similar properties of the W256f and W256Q mutant B2 receptors deserve a
comment: the inability of the Trp —> Gin mutation to restore a WT constrained
conformation could be explained by a spatial localization inadequate for its participation in
hydrogen bonding. Refined receptor models, associated to a more systematic mutagenesis
scanning at positions 113 and 256, would be required for the interpretation of subtie
differences between amino acid side chain orientations in the WT and mutated receptors.
Pharmacological Properties of 110E 140 and the Nonpeptide LF 13 0335 for the WT
and CAM Receptors.
HOE 140 was originally described as a B2-specific receptor antagonist (Wirth et al.,
1991). Taking into account the inverse agonist properties of this compound for the native
B2 receptor from rat myometriurn smooth muscle (Leeb-Lundberg et al., 1994) and its
agonist properties on the recombi-nant rat B2 receptor expressed in COS ceils (Quitterer et
al., 1996), we evaluated its abihty to modulate IP production in ceils transfected with the
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human WT and the N113A or W256F mutant receptors. In some experiments, we found
a basal activity of the WT receptor much higher than that of control untransfected celis. Tri
such situations, we found a strong inverse agonism behavior of HOE 140 on the WT
receptor, characterized by an almost complete inhibition of the basal activity, with an EC50
value of about 2 nM (Fig. 5). On the other hand, HOE 140 was a potent and efficient
agonist of the NÏ13A and W256F mutants; its intrinsic activity was 70 to 90% of that of
BK, with EC50 so values in the range of 2 to 3 nM (Fig. 5).
Interestingly, quite similar properties were found for LF16 0335 (see chemical
structure in Fig. 6A), a nove) potent and selective nonpeptide antagonist of the human B2
receptor (Pruneau et al., 1998). Lf 16 0335 acted as an inverse agonist ofthe WT receptor
(Fig. 63) and as an agonist ofthe N113A and W256F CAM receptors (Fig. 6, C and D).
The parallel pharmacological behavior of both CAM receptors provides evidence
that their activated states share sufficient structural analogies to be both stabilized (or
induced) through their interaction with HOE 140 and the nonpeptide derivative LF16 0335.
The properties of the N113A and W256F human 32 receptors can be tentatively
interpreted in the light of the allosteric ternary complex model proposed by Le&owitz et al.
(1993) and refined by Kenakin (1995). According to this model, the strong constitutive
activity of the NTI3A receptor and, to a lesser extent, ofthe W256F mutant might indicate
that the transition from R to R* was facilitated through the suppression of a structural
constraint involving the interactions of Asn113 or Trp256 with other residues located on
neighboring transmembrane helices or, as an interesting possibility, a direct interaction
between them. As a consequence of this loss of intramolecular interaction, the energy
difference between R* and R would be much lower for the CAM receptor than for the WT
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receptor, so the ratio [R*QAMJ/[RcAM:] is likely to be much greater than [R*t]/[Rt]. Such
an interpretation has been previously provided for a constitutively activated beta-2
adrenergic receptor through the construction of a simplified thermodynamic diagram
(Gether et al., 1997a).
Besides modifications of the constant of isornerization between R and R* and the
affinity of R* for the G protein, a point mutation can sometimes induce marked changes in
the pharmacological properties ofligands (agonism, antagonism, inverse agonism) (Noda et
al., 1996; Groblewski et al., 1997), so pararneters accounting for the pattem of a given
ligand (Le&owitz et al., 1993; Kenakin, 1995) are obviously modified on mutation. This
might explain the lack of important changes in EC50 values relative to BK-activated W
production and the affinities of [3HÏBK for the three mutants Ni 13A, W256f, and W256Q
compared with the WT receptor. In this respect, a possible loss of a direct interaction
between a BK residue and Asn13 or Trp256 might compensate an affinity increase expected
from constitutive activation (Leflcowitz et al., 1993). The construction of a reliable docking
ofBK into the receptor is required to answer this question.
The experimental data relative to the changes in pharmacological properties of the
CAM receptors are consistent with the following assumptions: 1) the inverse agonism
properties ofHOE 140 and LF 16 0335 for the WT receptor indicate that these compounds
preferentially stabilize (or induce) the inactive conformation 2) it is difficuit to
accurately predict structural differences between the activated states R*QAM and R*wi and
the induction processes involved in the stabilization 0f R*1igand complexes. Because HOE
140 and LF 16 0335 are agonists of the CAM receptors, they are expected to preferentially
stabilize R*CAM conformations versus RCAM. These changes in pharmacological properties
of WT and CA1VI receptors will be useful to explore structure-function relationships




The present study reports mutations in the human bradykinin B2 receptor that
markedly increase its constitutive activity. It was initiated by previous works from our
laboratory on the AT1 receptor (Marie et al., 1994; Joseph et aL, 1995; Groblewski et al.,
1997; Groblewski et al., unpublished resuits) assuming that the extent of amino acid
conservation between the two receptors offers the opportunity to study the problem of the
conservation of moiecular events associated to their activation processes. Interestingly,
mutation of Asn” to Ala led to a strong constitutive activation of the AT1 receptor and to
striking changes in the pharmacological properties of some peptidic ligands (Groblewski et
al., 1997). We investigated the possible role ofits counterpart in the human B2 receptor and
found an exceptionally high constitutive activation on Asn’ 13 — Ala mutation,
characterized by up to 40-fold increases in honrione-independent receptor coupling to PLC
and the ability of BK to overstimulate the rnutated receptor. The K<j for [3H]BK binding to
the Ni 13A receptor was unchanged, which is in agreement with data obtained for the rat
receptor (Jamagin et al., 1996), and the BK-induced overstimulation was characterized by a
moderately increased EC50 value. One must mention that these restiits do not preclude the
possibility of a direct interaction of BK with Asn” . Indeed, compensating variations of the
thermodynamic parameters descnbing the allosteric ternary complex model can
theoretically account for these observations, as already postulated for the interaction of
Asn” ofthe AT1 receptor with the Tyr4 residue ofthe hormone (Joseph et al., 1995; Noda
et al., 1996). Therefore, an essential conserved property between AT1 and B2 receptors is
the pivotai role of the Asn residue of TM III. It is noticeable that mutation of the cysteine
located at the homologous position in the alpha-13 adrenergic receptor also induces
constitutive activation (Perez et al., 1996).
Because a recently refined mode! of the AT1 receptor (Groblewski et al.,
unpublished resuits) suggested a possible interaction between Asn’31 and Trp23, we also
mutated the conserved tryptophane residue in the B2 receptor. Mutation of Trp256 to
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phenylalanine or glutamine induced 3- to 4-fold increases in basal IP production in
transfected COS-7 celis and amplification of the response to BK without any significant
perturbation of 3K recognition, as previously found for the rat receptor (Jamagin et al.,
1996). It is noteworthy that this tryptophane residue is fairly conserved in the GPCR family
and participates in the retinal binding pocket of rhodopsin (Nakayama and Khorana, 1990,
Han et al., 1996). The present work constitutes the first report of constitutive activation
induced by mutation ofthis residue.
It is well agreed that constitutive activation of GPCR resuits from an increase in
receptor conformational flexibility caused by the loss ofintrarnolecular bonds (Cohen et al.,
1992; Noda et al., 1996; Scheer et aI., 1996; Groblewski et al., 1997; and herein cited
references). The decreased stability of constitutively activated adrenergic receptors is
consistent with this interpretation (Gether et al., 1997; Samama et al., 1997). The analysis
of CAIvI receptor properties is useful to predict sorne elements of the network of
intramolecular interactions that stabilize the inactive receptor conformation and undergo
rearrangements on activation. The striking constitutive activation of B2 receptors mutated at
the fl13 or Trp256 residues allows formulation of the hypothesis that these residues
directly interact in the inactive receptor con-formation. Based on similar considerations, a
Glu”3 (TM 111)-Lys296 (TM VII) interaction (Cohen et al., 1992) was taken into account for
the building of rhodopsin models. An interaction between the B2 receptor helices III and VI
tbrough an hydrogen bond between Asn113 and Trp256 would be consistent with the
proximity of these helices in rhodopsin (Han et al., 1996). The assumption that this
interaction might stabilize an inactive conformation is consistent with recent data indicating
that movement of these helices are required for rhodopsin activation (Farrens et al., 1996;
Sheikh et al., 1996) as well as data that suggested rotation ofhelix III (Gether et al., 1997b)
andlor helix VI (Gether et al., 1997b; Javitch et al., 1997) participates in beta-2 adrenergic
receptor activation. Obviously, further investigation, including application of biochemical
strategies (i.e., cysteine engineering and locking ofprivileged confonuations through
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disulfide bonds), is required to unarnbiguously establish the relative positions of helices III
and VI in a B2 receptor model. It is noteworthy that the transmembrane helices III and VI
have been demonstrated to bear residues involved in ligand recognition: role of Phe259 and
1hr263 (TM VI) in 3K binding (Nardone and Hogan, 1994; Leeb et al., 1997) and incidence
of modifications in helix III on the recognition of B2-specific ligands (agonist, BK;
antagonist, NPC 17731, structurally related to HOE 140) (Fathy et al., 1998). This
convergence between experiments dealing with activation and recognition processes
obviously requires further refinements to improve the modeling of transmembrane helix
bundie movements associated to the transition from inactive (stabilized by antagonists or
inverse agonists) to active (stabilized by agonists) 32 receptor conformations.
The dissection of the molecular events associated with mutation-induced
constitutive activation (Cohen et al., 1992; Noda et al., 1996; Scheer et al., 1996;
Groblewsld et al., 1997) raises the issue of the structural analogy between the activated
states for the WT and CAM receptors. It is assurned that agonist activation resuits from its
better recognition of active conformation R* than inactive conformation R. As mentioned
by Gether et al. (1997a) for the beta-2 adrenergic receptor, the preferential stabilization or
induction by 3K of the R*CAM confonnation versus RcAM can explain its ability to
overstimulate the CAM B2 receptors, which are characterized by the release of constraints
on 1M III and TM VI. This process might involve the interaction of 3K with helix VI
(Leeb et al., 1997), resulting in appropriate positioning for irnproved coupling. Because
modifications in TM III were shown to affect the recognition of 32-specific ligands (fathy
et al., 1998), the question of direct interaction of 3K (or other ligands) with residues in this
helix is raised; as mentioned, the involvement of Asn’ 13 cannot be mled out. Similar
considerations were taken into account in the quite recent analysis of the activation process
ofthe m5 muscarinic receptor (Spaïding et al., 1998). The comparison ofthe properties of
WT and CAM receptors allows progression toward the understanding of the selection
andlor induction processes (Kenakin, 1996) ofthe various receptor conformations by
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different ligands. An interesting starting point for these investigations should be provided
by the striking differences in the pharmacological properties of the receptors constitutively
activated on mutation of Asn113 or Trp256. Although the HOE 140 peptidic compound
behaves as an inverse agonist of the WT receptor, it becomes a potent and efficient agonist
of the N113A and W256F CAM receptors. Similar properties were found for an original
nonpeptidic compound, LF 16 0335. Very few examples of mutation-induced changes in
GPCR pharmacological properties have been previously reported; they refer to adrenergic
(Strader et al., 1989), opioid (Claude et aI., 1996), or doparninergic (Cho et al., 1996)
receptors, and it is noteworthy that the pharrnacological changes observed in the latter
example are obtained through a constitutive activating mutation of a leucine residue
neighboring the conserved tryptophane in TM VI. To our knowledge, the present work
represents the first example of parallel changes shared by peptidic and nonpeptidic
derivatives; moreover, these changes are observed for two receptors mutated at key
residues. Future modeling studies will aim at reaching an understanding of the structural
basis for the preferential recognition and/or induction by these compounds of the
conformation versus R*t whereas they better stabilize or induce R*CAM than RcAM The
related questions involve the extent of structural analogy between R*,t and R*cAJ and the
precise nature ofthe molecular events that are shared by the rnutation-induced constitutive
activations and agonist stimulation of the WT receptor. An essential issue is the precise
positioning of transmembrane helices, especially helices III and VI, in these various
conformations in the presence or absence of ligands. These stntcture-function relationship
studies will benefit from the availability of many molecules stnicturally related to the HOE
140 and LF 16 0335 lead compounds.
Finally, the B2 receptor, which displays an extreme conformational ftexibility on
mutation of its Asn”3 residue and spectacular changes in pharmacological properties on
mutation of Asn”3 and Trp256, constitutes an example of choice for the future study of the
dynamic aspect of interconversion between active and inactive conformations. The
concomitant analysis ofthe B2 and AT1 receptors offers the opportunity to compare the
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° No No No’ ÷ GTPyS
t’rctreatniont Pretrootroont Pretrcatmcot
oM
WT 0.54 ± 0.17 0.47 ± 0.17 2.2 ± 0.45 3.7 ± 0.7
B,,,,,, = 0.49 B,,,,,, = 0.39 3,,,,,,, = 0.38
prnoWmg pmollmg pmollmg
NS3A 0.67 ± 0.22 0.21 ± 0,11 0.28 0.15 027 0.07
B,,,,,, = 1.1 3,,,,,,, = 1.0 B,,,,,, = 1.1
pmoJmg pmol/mg pmollmg
D76N 0.83 ± 0.30 0.51 ± 0.15 2.5 0.4 NO.”
B,,,,,, = 1,0 B,,,,,, = 0,81
pntol/rng prnollmg
W256F 0,52 ± 0.18 NO. NO. NO.
W256Q 0.41 ± 0.15 NO. NO. NO.
Y295F 0.31 ± 0.13 NO. NO. NO.
N.D., net determined.
Tablel: Bk binding properties of the WT and mutant B2 receptors The parameters of
[3H]BK binding to intact COS-7 ceils expressing comparable levels of the WT or mutant
receptors, or to membrane preparations from these cells, were carried out as described in
materials and methods. The reported kd values are the mean + S. D. of three independent
experiments, carried out with triplicate assays. The Bmax values are those of a typical




Fig. 1. Basal and BK-stimulated IP production activities of mutant 32 receptors D76N,
Y295F, W256F, and W256Q Basal and 1 tM BK-stirnulated IP production activities were
measured, as described under Materials and Methods, in COS-7 ceils expressing the WT
and the various mutant B2 receptors at comparable expression levels for the comparison,
inside the same experiment, of the WT receptor and a given mutant. The WT, W256F, and
W256Q receptors were analyzed in the same experiment. The figure represent typical
experiments performed in triplicate that are representative of three or more independent
experiments relative to each WT/mutant comparison. The expression levels, determined
through [3HjBK binding, were all in the range of 1.7 X 10 to 2.3 X i0 sites/cell.
D basal activity
2 111M 3K stimulated




Fig. 2. Dose-dependent 3K stimulation of the WT, D76N, and D76A mutant 32 receptors.
The WT ai-id D76N receptors were transiently expressed at comparable levels (1.05 x
and 1.22 X 1 0 sites/cell, respectively) in COS-7 celis. The stimulation of IP production by
varying doses of 3K was evaluated as described in Materials and Methods. The EC50
values were 1.5, 1.6, and 2.5 nM for the WT, D76N, and D76A receptors, respectively, and
the maximal 3K stimulations of the mutant receptors represented 53% and 25% of that WT
receptor. The reported typical experiment is representative of three independent
comparative experiments performed in triplicate (mean + S.D. EC50 values = 1.2 + 0.3, 1.5
+ 0.6, and 2.9 + 0.9 nM for the WT, D76N, and D76A receptors, respectively; maximal 3K
stimulations of the asparagine and alanine mutant receptors represented 55 + 2% and 31 +
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fig. 3. Constitutive activation of the N113A mutant human B2 receptor and amplification of
its response to BK. Basal and 1 jiM BK-stirnulated inositol phosphate production were
measured in triplicate in COS-7 celis expressing variable levels of WT and Ni 1 3A mutant
B2 receptors as described in Materials and Methods. Mean expression levels in the range
to 1.5 X 106 sites/cell obtained for variable amounts of specific cDNAs/ i07
electroporated celis were measured through the binding of [3H]BK. The typical experiment
described in the figure is representative of 12 independent experiments.
D basal adivity 1
I WT
• 1 pM BKstimulated]




















Fig. 4. Dose-dependent 3K stimulation of IP production for the WT and NI 1 3A B2
receptors. The stimulation of TP production by various concentrations of 3K was analyzed
in COS-7 celis expressing the WT or NÏY3A mutant receptors (expression levels = 1.75 X
1 and 2.0 X 1 sites/cell, respectively) as described in Materials and Methods. The EC50
values in the described typical experiment were 0.19 and 0.86 nM for the WT and N113A
receptors, respectively. The curves are representative of three independent experiments
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Fig. 5. Modification of the phanriacological properties of HOE 140 on Asn’13 and
Trp256 mutation in the human 32 receptor The effect of varying doses of HOE 140 on IP
production was evaluated on the WT, Ni 1 3A, and W256F mutant 32 receptors transiently
expressed in COS-7 celis as described in Materials and Methods. The data represent a
typical experiment with triplicate assays and characterized by high basal IP production for
the WT receptor (see explanations in Resuits and Discussion). A, comparison of the WT
and N113A receptor properties: the mean expression levels in the described typical
experiment, measured through [3H]BK binding, were 1.2 X i0 and 9.6 X 10 sites/cell for
the WT and the Ni 13A mutant receptors, respectively. HOE 140 inverse agonism for the
WT receptor and agonism for the N113A receptor were characterized by EC50 values of 2.4
and 2.3 nM. respectively (mean ± S.D. value for three separate experiments = 2.3 ± 0.8 and
2.7 ± 0.5 nM for the WT and N113A receptors, respectively). The maximal overstimulation
of the mutant receptor by HOE 140 was 88% of the effect of 1 iM 3K measured in the
same experiment (mean value, 85 + 11%). The control IP production in nontransfected
COS-7 cells represented 18% ofthe basal IP production by the WT receptor. B, comparison
of the WT and W256F receptor properties: the mean expression levels in the described
typical experiment measured through [3H]BK binding were 3.0 X i0 and 3.2 X i05
sites/cell for the WT and the W256F mutant receptors, respectively. HOE 140 agonism for
the W256F receptor was characterized by an EC50 value of 2.3 nM (mean + S.D. value for
three separate experiments = 2.8 + 0.7 nM). The maximal overstimulation of the mutant
receptor by HOE 140 was 75% of that induced by 1 jiM 3K measured in the same
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Fig. 6. Pharmacological properties ofthe nonpeptide LF 16 0335 toward the WT and CAM
receptors The effect of varying doses ofLF 16 0335 on IP production was evaluated on the
WT, N113A, and W256F mutant B2 receptors transiently expressed in COS-7 ceils as
described in Materials and Methods. The P production data correspond to a typical
experiment and are representative ofthree separate experiments performed using triplicate
10g [LF 16 0335] (M)
C
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assays. A, chemical structure of the nonpeptidic compound LF 16 0335. B, inverse agonist
property of LF 160335 for the WT receptor (4.0 X i0 sites/cell) evidenced in a typical
experiment on transfected celis displaying high basal [P production. C and D, agonist
properties of LF 160335 for the CAM receptors Ni 13A (3.8 X i0 sites/cell) and W256F
(6.2 X i0 sites/cell): the maximal non-peptide-induced stimulations in the reported typical
experiment were 98% and 76% of the BK-induced maximal stimulation, and the EC50
values were about 0.1 and 1.8 nIVI, respectively. The mean + S.D. values for three separate
experiments were EC50 = 0.26 ± 0.11 nM and intrinsic activity 95 ± 6% for the N113A
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Novembre 2002 : récipiendaire du deuxième prix du concours d’entrepreneurship «de
l’idée au projet 2002» du centre d’entrepreneurship des Hautes Études Commerciales, de
l’École polytechnique de Montréal et de l’Université de Montréal.
Novembre 2001- juin 2002 : conférencier pour l’opération relève technoscience, qui
consiste à faire une tournée de promotion sur la carrière de chercheur en sciences
biomédicales, auprès des écoles secondaires et des CEGEPS.
Lors du XVII congrès mondial “International Society for Heart Research” qui avait lieu à
Winnipeg du 6 au 11juillet2001. J’ai reçu une mention d’honneur pour la présentation de
mes plus récents travaux ayant pour titre: Contribution of the teptin gene in the
development of obesity in hypertensive French Canadians.
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Lors du congrès «American Heart Association, Scientific Session 200f », qui avait lieu à
Anaheim, États-Unis, en novembre 2001, mes plus récents travaux, sur l’implication du
gène de la leptine dans le développement de l’obésité chez une population hypertendue
d’origine canadienne-française ont été retenus par le correspondant Lawrence M. Prescott
et ont été publiés dans «The Chronicle of Cardiovascular & Internai Medecine », février
2002 p.6.
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